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1. Depresión 

 

1.1. Importancia sanitaria y socioeconómica 

 

La civilización helénica fue la primera que introdujo términos como manía y 

melancolía. Sin embargo, el significado moderno de los mismos sólo tiene unos 100 

años; muchos de esos términos usados en psiquiatría, incluyendo neurosis, psicosis, 

manía y melancolía cambiaron a inicios del siglo XX. La diagnosis de la depresión 

como tal no existió hasta esa fecha; asimismo, desde la Primera Guerra Mundial, la 

diagnosis de la manía entró a formar parte del diagnóstico del trastorno maníaco-

depresivo.  

 

La depresión es una enfermedad neuropsiquiátrica caracterizada por una alteración 

del afecto que sufren cientos de millones de personas en todo el mundo. Las previsiones 

de la Organización Mundial de la Salud en su informe sobre las enfermedades causantes 

de discapacidad y bajas laborales indican que para el año 2020 la depresión mayor será 

una de la principales patologías responsables, ocupando el segundo lugar tras las 

cardiopatías isquémicas (Kullkarni y Dhir, 2009). Puede desarrollarse a cualquier edad 

desde la infancia hasta la vejez, supone un tremendo coste a la sociedad y, si no es 

tratada, puede incluso conducir a la muerte. La psicopatología de la depresión 

comprende una serie de síntomas como el ánimo decaído, la anhedonia y la fatiga. Otros 

síntomas, como los trastornos del sueño y psicomotores, los sentimientos de 

culpabilidad, la baja autoestima, las tendencias suicidas y los trastornos 

gastrointestinales suelen también estar presentes. La depresión no es una enfermedad 

homogénea, sino un fenómeno complejo, que comprende muchos subtipos y más de una 

etiología, incluyendo desde una predisposición a trastornos del ánimo a depresiones con 

diferencias en la intensidad de la sintomatología (desde cuadros ligeros a severos), con 

y sin características psicóticas, así como asociada a otros trastornos psiquiátricos y 

somáticos (Manji y Lenox, 2000). 

 

Los datos hablan de un padecimiento de la depresión por parte de un 20% de la 

población con una ratio entre sexos de 5:2, siendo mucho más acusado en mujeres que 
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hombres. Típicamente, el cuadro de la enfermedad es recurrente, y si bien la mayoría de 

pacientes se recuperan de la depresión mayor, aproximadamente un 10% continúan 

deprimidos después de 10 años. Entre los pacientes que se recuperan, hay una alta 

proporción de recurrencia, y un 75% vuelve a sufrir un cuadro depresivo en un período 

de 10 años. 

 

El suicidio es un riesgo considerable de mortalidad dentro de la depresión, entre 

un 10 y un 20%, siendo la tasa de suicidios más alta entre las edades de 15-24 años. 

Además, numerosos estudios han demostrado una relación entre la depresión y aquellos 

trastornos cardiovasculares que presentan una mortalidad incrementada: la depresión 

incrementaría el riesgo de desarrollar alteraciones cardiacas, en particular relacionadas 

con la patología coronaria. 

 

 Otro rasgo muy importante de la depresión es la alta tasa de comorbilidad 

compartida con otras alteraciones psiquiátricas y/o neurológicas. La ansiedad, en 

particular, está muy frecuentemente asociada con alteraciones afectivas (Katon y Roy-

Byrne, 1991) también es muy frecuente encontrar en la práctica clínica el binomio 

depresión-dolor crónico (Bair et al., 2003).  

 

 

1.2. Clasificación y diagnosis de la depresión 

 

Hoy día, la esencia del trastorno depresivo mayor es un cuadro clínico que se 

caracteriza por uno o más episodios de depresión mayor sin características o episodios 

maníacos, de acuerdo con el criterio de el “Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Health, Fourth Edition (DSM-IV)”. Para una diagnosis apropiada, cinco de los nueve 

síntomas descritos en el DSM-IV deben estar presentes de una forma continuada 

durante un período mínimo de dos semanas: 

 

1. Ánimo deprimido 

2. Pérdida de interés o placer 

3. Alteración del peso corporal y/o apetito 
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4. Insomnio o hiposomnia 

5. Alteración o retardo psicomotor 

6. Fatiga o pérdida de energía 

7. Sentimientos de inutilidad, o falta de valor 

8. Indecisión, dificultad de concentración 

9. Ideas suicidas. 

 

Históricamente, ha habido mucha controversia sobre la clasificación de la 

depresión. Dos conceptos diferentes, el de enfermedad de Emil Kraepelin y el de 

manifestación de enojo y decaimiento de Sigmund Freud fueron los dos puntos de vista 

opuestos al principio del siglo XX. Fue mérito de Sir Martín Roth el contribuir al 

entendimiento de la depresión, clasificando la manifestación clínica de la depresión 

(desde ligera a severa) y separándola en dos distintos subtipos, endógena y reactiva. 

Este concepto se usó durante décadas en la investigación psiquiátrica con objeto de 

identificar etiológicamente diferentes subtipos de la enfermedad depresiva. Las 

ediciones recientes del DSM-IV, y el International Statistical Classification of 

Diseases, 10th Revisión (ICD-10) distinguen los trastornos unipolares (depresivos) de 

los bipolares (maníaco-depresivos). 

 

 

1.3. Factores de riesgo: ambiente versus genes 

 

  La influencia del estrés crónico y de los eventos vitales adversos en el desarrollo y 

desencadenamiento de la depresión han estado estrechamente ligados desde los inicios 

de la investigación de esta enfermedad (Nestler et al., 2002). 

 

Hay suficientes evidencias en estudios con familias, gemelos, y adopciones que 

nos permiten afirmar que existen factores genéticos que juegan un papel muy 

importante en la etiología de los trastornos afectivos, especialmente en trastornos 

bipolares, donde la heredabilidad puede llegar a contribuir un 80% a la posible 

aparición de la enfermedad. La herencia de estos genes no sigue una genética 

mendeliana clásica en la que un gen o un grupo de genes pueden aumentar el riesgo de 
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padecer la enfermedad, sino más bien sería un trastorno complejo, con multitud de 

genes que interactúan entre sí y/o con una amplia variedad de factores ambientales que 

incrementarían la probabilidad de padecer la depresión. Un problema añadido es que 

hay dificultades para establecer un fenotipo clínico de la enfermedad. A pesar de ello, 

hay estudios prometedores que han identificado regiones en cromosomas relacionados 

con trastornos bipolares como pueden ser el 4, 5, 12, 18, 21, y el cromosoma X. 

 

Por su parte, la influencia genética en la depresión unipolar es menos clara que en 

la bipolar. Aunque los estudios en gemelos han demostrado una heredabilidad sustancial 

de la probabilidad de padecer depresión, los factores ambientales parecen contribuir 

mucho más a la aparición de la enfermedad que en la depresión bipolar. Así pues, se ha 

propuesto que existe una tendencia genética muy influenciada por los eventos vitales 

adversos para la posible aparición de la enfermedad (Nestler et al., 2002). 

 

El estudio de genes implicados en la depresión incluye aquellos que codifican para 

diversas proteínas del sistema serotonérgico, como son los polimorfismos del recaptador 

o transportador de serotonina (5-HTT) y de algunos de los receptores serotonérgicos 

(Bellivier et al., 1998). Se ha estudiado la posible asociación entre la predisposición 

suicida de los enfermos deprimidos y los polimorfismos de las siguientes proteínas del 

sistema serotonérgico: el transportador de serotonina (5-HTT, alelo 5-HTTLPR), el 

receptor 5-HT1B (G861C), el receptor 5HT2A (T102C) y el enzima triptófano hidroxilasa 

(THP) de la ruta biosintética de la 5-HT. Algunos estudios apuntan a una clara 

asociación de la tendencia suicida en deprimidos con el polimorfismo para el 5-HTT 

(Du et al., 1999; Anguelova et al., 2003). Otros estudios demuestran una mayor 

asociación de la tendencia suicida, de un mayor nivel de agresión y de una 

neurotransmisión serotonérgica deficitaria con los polimorfismos para la TPH pero 

ninguna asociación con los polimorfismos para el 5-HTT (Arango et al., 2003). 

También se ha encontrado una asociación positiva entre el polimorfismo del 5-HTT y la 

respuesta al tratamiento con antidepresivos ISRS (tipo fluoxetina) (Min et al, 2009). 

Hasta la fecha, no parece haberse encontrado una clara asociación del riesgo de padecer 

depresión/suicidio o de la respuesta al tratamiento con los polimorfismos para los 

receptores 5-HT1B y 5HT2A (Arango et al., 2003).  
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1.4. Neurobiología de la depresión: desde la hipótesis neuroquímica a la 

neurogenética. Utilidad de los modelos animales 

 

A pesar de que la depresión es el trastorno neuropsiquiátrico diagnosticado con 

mayor frecuencia, todavía no se conocen con detalle las bases patogenéticas y 

neurobiológicas (Manji et al., 2001; Nemeroff, 2002; Nestler et al. 2002) por las que se 

produce la enfermedad. La mayor parte del conocimiento procede del estudio, tanto en 

el ser humano como en el animal de experimentación, de las acciones de los fármacos 

eficaces en el tratamiento de la depresión, principalmente aquellos que modulan los 

sistemas de neurotransmisión monoaminérgica cerebral (Vetulani y Nalepa, 2000; Nutt, 

2002; Nemeroff y Owens, 2002). De hecho, es ya clásica la teoría de la hipofunción de 

estos sistemas monoaminérgicos (teoría monoaminérgica de la depresión), en particular 

el serotonérgico (5-HT) y el noradrenérgico (NA) (Bunney y Davis, 1965; Schildkraut, 

1965; Coppen, 1969). Esta hipótesis está basada en las acciones que los antidepresivos 

tienen sobre los niveles cerebrales de estas monoaminas, sobre los cambios inducidos en 

la funcionalidad de sus receptores y en los hallazgos correspondientes en muestras 

postmortem de pacientes deprimidos (Arango et al., 1990; Meyer et al., 1999; 

González-Maeso et al., 2002).  

 

Sin embargo, en los últimos años se ha visto que la hipótesis clásica tiene sus 

limitaciones y que la causa última de los trastornos afectivos es mucho más compleja 

que el simple hecho de una alteración en la actividad de los sistemas de 

neurotransmisión. De hecho cada vez hay más evidencias experimentales que apuntan al 

papel que ciertos sistemas de neurotransmisión, como el serotonérgico, pueden jugar en 

la modulación de otros sistemas neurobiológicos implicados en la depresión, en 

particular sobre los mecanismos que gobiernan la supervivencia y la plasticidad 

neuronal (Duman et al., 1997; Manji et al. 2001; Farvolden et al., 2003).  

 

Por otra parte y desde el punto de vista de la investigación básica, una de las 

principales limitaciones en la comprensión de la neurobiología de la depresión y del 

mecanismo de acción íntimo de los antidepresivos es la carencia de modelos animales 

capaces de simular la depresión humana desde sus aspectos etiológicos hasta las 
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manifestaciones sindrómicas que definen este cuadro afectivo (Willner, 1990; 

McKinney y Bunney, 1969; Richardson, 1991) El modelo de la bulbectomía olfatoria 

bilateral en la rata, objeto de estudio de esta tesis, es posiblemente el único modelo de 

lesión del SNC que representa un proceso neurodegenerativo en el que se propone la 

existencia de una disfunción en varios sistemas de neurotransmisión, entre ellos el 

sistema serotonérgico (Kelly et al., 1997; Song y Leonard, 2005). Además, las 

manifestaciones conductuales de este modelo preclínico de depresión son revertidas tras 

el tratamiento crónico, y no agudo, de una amplia variedad de antidepresivos efectivos 

en clínica, lo que le confiere una clara validez predictiva (Song y Leonard, 2005). Estas 

características lo han hecho tremendamente interesante a la hora de investigar de forma 

integrada, valiéndose de herramientas farmacológicas, cuál es el grado de implicación 

de varios sistemas de neurotransmisión en la interrelación entre alteraciones 

conductuales, cambios neuroquímicos y consecuencias neurobiológicas. 

 

 

2. Sistemas de neurotransmisión implicados en la neurobiología y el 

tratamiento de la depresión 

 

Existen una gran variedad de sistemas de neurotransmisión implicados en la 

patología depresiva, como pueden ser la familia de monoaminas (noradrenalina, 

adrenalina, dopamina y serotonina), los sistemas glutamatérgico y GABAérgico, 

diversos neuropéptidos como la sustancia P, la hormona liberadora de tirosina (TRH) o 

la galanina, entre otros. En esta tesis nos hemos centrado en el sistema de 

neurotransmisión serotonérgica (particularmente el transportador de serotonina 5-HTT y 

los receptores serotonérgicos 5-HT1A, 5-HT1B y 5-HT2A), por ser el sistema de 

neurotransmisión más estudiado tanto en pacientes deprimidos como en varios modelos 

animales de depresión, además de ser la diana terapéutica de la mayoría de los fármacos 

antidepresivos utilizados actualmente en clínica. También nos hemos decidido por 

estudiar el sistema endocannabinoide (receptor cannabinoide CB1) tanto por las 

múltiples evidencias de interrelación con el sistema serotonérgico como por ser un 

sistema de neurotransmisión relativamente novedoso y que podría representar una 



Introducción 

 9 
 

herramienta farmacológica prometedora para el tratamiento de enfermedades como la 

depresión.  

 

 

2.1. Sistema serotonérgico 

 

2.1.1. Síntesis y almacenamiento de serotonina 

 

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biógena compuesta por un 

anillo indólico y una cadena lateral etilamino. Fue aislada e identificada en el plasma en 

1948 por Rapport et al. (1984) y en las células cromafines del intestino en 1952 

(Rapport y Virno, 1952). 

 

 
Figura 1. Estructura química de la 5-HT 

 

Se sintetiza en las células enterocromafines y en las neuronas serotonérgicas del 

sistema nervioso central (SNC) pero también se localiza en las plaquetas, donde es 

almacenada por un mecanismo de transporte activo. La síntesis tiene lugar a partir del 

aminoácido L-triptófano de la dieta. Este es captado por la célula y en su interior es 

oxidado en el C5 del anillo indólico mediante la triptófano hidroxilasa, que lo convierte 

en 5-hidroxitriptófano (5-HTTP). Este paso, limitante de la síntesis de serotonina, 

necesita como cofactores oxígeno molecular y teridina. El 5-HTTP sufre la 

descarboxilación de la cadena lateral por la L-aminoácido aromático descarboxilasa 

(LAAD) y es convertido en 5-hidroxitriptamina. Una vez sintetizada, la serotonina es 

almacenada en las vesículas, estando así protegida de enzimas intracelulares como la 

MAO, y unida a ATP y cationes divalentes (Flórez y Pazos, 2008). 
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2.1.2. Liberación y metabolización de la serotonina 

 

 En el SNC la liberación de la 5-HT se produce en la terminación nerviosa por 

despolarización y entrada de calcio iónico en la terminal sináptica. Una parte de la 

serotonina liberada actúa sobre receptores específicos, otra difunde al espacio 

extracelular y otra es recaptada por la propia terminación nerviosa. La serotonina es 

metabolizada primero por la MAO (subtipo A) y posteriormente la enzima aldehído 

deshidrogenasa para convertirse en ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) que difunde al 

espacio extracelular y al líquido cefalorraquídeo (LCR). Cada vez es más frecuente el 

hallazgo de células que contienen simultáneamente serotonina así como otros 

neurotransmisores o neurorreguladores (sustancia P, dopamina, prostaglandinas, etc.); 

su papel, entre otros, podría ser el de modular la liberación de serotonina (Flórez y 

Pazos, 2008) 

 

 

2.1.3. Las vías serotonérgicas centrales 

 

  Los somas de las neuronas serotonérgicas en el SNC están agrupados en núcleos 

localizados en la región medial y paramedial a lo largo del tronco del encéfalo, 

formando los denominados núcleos del rafe. A partir de su distribución en la rata han 

sido numerados de B1 a B9, siendo esta distribución similar en otras especies animales 

y también en la humana.  

 
Figura 2. Principales vías serotonérgicas que tienen su origen en los núcleos del rafe 
y sus múltiples proyecciones hacia áreas corticales, límbicas, cerebelo, otros núcleos 
del tronco cerebral y médula espinal.  
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Las principales vías serotonérgicas (Flórez y Pazos, 2008) son las siguientes: 

 

a) Vía ascendente ventral 

  Está originada en los núcleos B6 y B8, que forman parte del núcleo ventral 

superior, y en el B7 localizado en el núcleo dorsal del rafe. A través del mesencéfalo 

emite proyecciones al núcleo interpeduncular y a la sustancia negra, a los núcleos 

habenular, talámico medial, parafascicular y de la línea media; al hipotálamo lateral, 

cuerpo mamilar, los núcleos caudado-putamen y a la corteza cerebral. Por delante del 

hipotálamo, la vías ascendente ventral se divide en varias proyecciones que llegan a 

diversas estructuras del cerebro límbico: a) la región preóptica, el séptum, el tubérculo 

olfatorio y la corteza frontal; b) por el asa peduncularis, el núcleo de la banda diagonal 

de Broca, la amígdala y la corteza entorrinal; c) el núcleo accumbens y partes anteriores 

del caudado y putamen; d) a lo largo del cíngulo, hasta el hipocampo.  

 

b) Vía ascendente dorsal  

 Nace en los siguientes grupos celulares: el B3, que forma parte del núcleo magno del 

rafe, el B5 en los núcleos pontinos del rafe, y el B6. Proyecta hacia la sustancia gris 

periacueductal y el área hipotalámica posterior. Algunas fibras alcanzan también la 

superficie ependimaria de los ventrículos cerebrales y los plexos coroideos. 

 

c) Vía cerebelosa 

  Sale de los núcleos B5 y B6 hacia la corteza y los núcleos profundos del cerebelo. 

 

d) Vía descendente propiobulbar 

  Desde los núcleos B6 a B8 y B3 a B5 envía proyecciones a otros núcleos del 

tronco: el locus coeruleus, la formación reticular bulbar y pontina, el núcleo tegmental 

dorsal y el complejo olivar. 

 

e) Vía descendente bulboespinal 

  Partiendo de los núcleos B1 a B3 (núcleos oscuro, magno y ambiguo del rafe) 

desciende por los cordones anteriores y laterales de la médula, para terminar en las astas 

anteriores y posteriores de la médula y en el núcleo intermediolateral. 
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2.1.4. Transportador de serotonina (5-HTT) 

 

El transportador de serotonina (5-HTT) es una proteína de membrana que 

intercambia selectivamente serotonina junto con iones (Na+ y Cl-) hacia el interior de la 

célula e iones K+ hacia el exterior de la célula utilizando la diferencia en el potencial de 

membrana (Rudnick y Clark, 1993). Constituye el primer paso del reciclaje de la 

molécula de serotonina; además la neurotransmisión termina cuando deja de haber 

neurotransmisor en la hendidura sináptica, bien porque se degrada o bien porque se 

recapta hacia las mismas células que lo liberaron, y por lo tanto es necesaria la 

presencia de un sistema de transporte.  

 

Gracias a la clonación del gen que codifica el transportador de noradrenalina se 

pudo identificar una nueva familia de genes para las proteínas transportadoras de 

neurotransmisores, entre las que se encuentra el 5-HTT. Está compuesto por 12 

dominios transmembrana, con 5 bucles intracelulares y 6 extracelulares y tanto el 

extremo amino-terminal como el carboxi-terminal, se encuentran en el citoplasma. El 5-

HTT es un miembro de la familia de genes SLC6 designada como familia de 

importadores de sodio de los neurotransmisores (NSS). Dentro de esta familia hay 

varios transportadores más que se encargan de la recaptación de neurotransmisores 

como glicina, GABA, dopamina, noradrenalina y serotonina a través de la membrana 

plasmática de las neuronas y de las células gliales (Rudnick y Clark, 1993). 

 

  El 5-HTT se encuentra distribuido ampliamente por todo el cerebro, y se le puede 

encontrar en áreas corticales, tubérculos olfatorios, núcleo accumbens, septo, 

hipocampo dorsal y ventral, tálamo, hipotálamo y amígdala (Hebert et al., 2001). Por 

técnicas autorradiográficas usando [3H]imipramina (Cortés et al., 1988; Kovachich et 

al., 1988), [3H]paroxetina (Cortés et al., 1988), [11C]DASB (Hipolide et al., 2005) y 

[3H]citalopram (D´Amato et al., 1987) se ha visto que  se encuentra tanto en las 

terminaciones axonales como también en los somas de las neuronas serotonérgicas, 

encontrándose las densidades más elevadas en los núcleos del rafe, especialmente el 

rafe dorsal. También se encuentra en estriado, tálamo y en la corteza entorrinal. El 



Introducción 

 13 
 

ARNm de este transportador se localiza principalmente en los núcleos del rafe y 

también en el núcleo hipotalámico dorsomedial (Hoffman et al., 1998). 

 

  El 5-HTT presenta sitios de fijación para 5-HT, Na+ y un sitio de unión para los 

antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (ISRS). La fijación 

de Na+ al transportador incrementa la afinidad por la serotonina (modulación alostérica 

positiva) mientras que la fijación de un ISRS la disminuye (modulación alostérica 

negativa), inhibiendo su unión y por lo tanto aumentando los niveles de 5-HT en el 

espacio sináptico (Rudnick y Clark, 1993). 

 

Debido a su capacidad para descender los niveles de 5-HT en el medio sináptico, 

éste transportador es una importante diana farmacológica usada en el tratamiento de 

diversas enfermedades mentales, como la depresión. Hay diversos fármacos ISRS que 

inhiben directamente el 5-HTT, desarrollados a partir de los conocimientos adquiridos 

en la investigación de la fluoxetina, como son sertralina, paroxetina, citalopram y 

fluvoxamina. Además de fármacos específicos para el 5-HTT, otros fármacos como 

cocaína o las anfetaminas afectan al transportador. La cocaína actúa como un inhibidor 

del 5-HTT así como de los transportadores de noradrenalina y dopamina (Gu et al., 

1994).  

 

A lo largo de los años, se han descrito numerosas interacciones entre los sistemas 

de neurotransmisión serotonérgico y noradrenérgico en varios modelos animales (Pujol 

et al., 1978; Agren et al., 1986) así como en diversos casos clínicos de depresión (Agren 

et al., 1986; Potter, 1996). Algunas de estas interacciones ocurren a nivel receptorial 

postsináptico debido a cambios en los niveles endógenos de los neurotransmisores o a 

modificaciones en la expresión de las proteínas receptoriales. Sin embargo, también 

pueden deberse a alteraciones a nivel presináptico causadas por cambios específicos en 

ambos transportadores. De hecho hay fármacos que son inhibidores duales de la 

recaptación de 5-HT y NA, bloqueando ambos transportadores, como la venlafaxina 

(Stahl, 1998), aunque bloquea más potentemente el 5-HTT; más recientemente se ha 

descrito otro inhibidor dual la recaptación de monoaminas, la duloxetina (Wong et al., 

1988).  
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2.1.5. Subtipos de receptores serotonérgicos: 5-HT1A, 5-HT1B y 5-HT2A 

 

  Durante muchos años, los efectos fisiológicos de la serotonina, incluyendo sus 

efectos en SNC, fueron atribuidos sólo a 2 grandes subtipos de receptores 

serotonérgicos (Gaddum y Picarelli, 1957). Tras el desarrollo de sofisticadas 

herramientas farmacológicas en los años ochenta, se evidenció que debía haber más 

subtipos de receptores serotonérgicos. Estudios moleculares de clonación en estos 

últimos años han confirmado la existencia de al menos catorce subtipos de receptores 

serotonérgicos, cada uno codificado por distintos genes. Se han descubierto todavía más 

variantes en la edición de muchos de estos subtipos de receptores, resultando en unos 

treinta productos proteicos distintos que reconocen la serotonina como su ligando 

fisiológico. La gran mayoría de estos receptores pertenecen a la familia que transduce 

señales a través de proteínas reguladoras que intercambian moléculas de guanina 

(proteínas G).  Los receptores de serotonina se han dividido en siete subfamilias que se 

caracterizan por compartir propiedades farmacológicas, secuencias de aminoácidos, 

organización genética y vías de señalización intracelular. Los subtipos 5-HT1, 5-HT2, 5-

HT4, 5-HT6 y 5-HT7 acoplan a proteínas G, mientras que los 5-HT3 son receptores 

acoplados a canales iónicos (Hoyer et al., 1994). 

 

La arquitectura básica de los receptores de 5-HT acoplados a proteínas G es 

similar al resto de receptores de esta gran familia (GPCRs). Son proteínas de membrana 

integradas con siete dominios transmembrana hidrofóbicos conectados por tres lazos 

intracelulares y tres extracelulares. El extremo amino terminal está orientado hacia el 

espacio extracelular, mientras que el carboxilo terminal se orienta hacia el citoplasma. 

El núcleo proteico conserva sitios de unión para modificaciones post-translacionales. 

Los dominios extracelulares están típicamente glicosilados, y poseen residuos de 

cisteína que participan en puentes disulfuro que proporcionan estabilidad estructural en 

la conformación de los receptores. Los dominios intracelulares conservan sitios de 

unión para interactuar con proteínas G y otras proteínas reguladoras, y sitios de 

fosforilación para varias quinasas serina-treonina. Muchos de los receptores de 

serotonina poseen residuos de cisteína en su carbono terminal que le permiten 
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palmitolizarse, creando posibles anclajes de membrana que pueden llegar a formar un 

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

 

La familia de receptores 5-HT1 comprende cinco subtipos de receptores distintos 

que presentan una elevada homología en su secuencia de aminoácidos y que se 

encuentran todos ellos acoplados de forma negativa a la adenilato ciclasa a través de 

proteínas G sensibles a la toxina pertussis (Gi/o). Originalmente, la familia de receptores 

5-HT1 se identificó a partir de estudios de unión de radioligandos a receptores, como un 

conjunto de lugares de unión que presentaban una elevada afinidad por serotonina y una 

baja afinidad por espiperona (Peroutka y Snyder, 1979). Posteriormente, gracias a la 

aparición de ligandos más selectivos, se fueron caracterizando los distintos subtipos de 

receptores que constituyen esta familia (Pazos et al., 1985; Pazos y Palacios, 1985; 

Hoyer et al., 1994). En la actualidad, se dispone ya de amplia información acerca de los 

genes que codifican para la síntesis de estos receptores, así como de las características 

estructurales de los mismos gracias a las técnicas de clonación molecular. 

 

 

2.1.5.1. Receptor 5-HT1A 

 

         Dentro de la familia de receptores 5-HT1, el receptor serotonérgico 5-HT1A es uno 

de los mejor caracterizados y posiblemente el que más literatura ha generado en los 

últimos años debido al gran número de funciones fisiológicas en que se encuentra 

implicado, así como a la importancia que su modulación tiene en el control y 

tratamiento de distintas patologías de carácter psiquiátrico y cognitivo. Desde su 

identificación a principios de los 80 mediante técnicas de unión de radioligandos a 

receptores (Pedigo et al., 1981; Middlemiss y Fozard, 1983), dos hechos fundamentales 

han contribuido a promover el interés y desarrollar el conocimiento sobre la 

farmacología y la funcionalidad de este receptor. Por un lado, el temprano desarrollo de 

un agonista selectivo para estos receptores, el 8-OH-DPAT favoreció el conocimiento 

sobre las características farmacológicas de este receptor, ya que permitió la obtención 

del perfil farmacológico (Gozlan et al., 1983), y el estudio de la distribución anatómica 

de este receptor 5-HT1A. Asimismo, y por otro lado, la observación de que distintas 
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arilpiperazinas, como la buspirona, gepirona e ipsapirona, que presentaban elevada 

afinidad por este receptor, poseían actividad ansiolítica y antidepresiva (Robinson et al., 

1990), impulsó el interés por el estudio y la búsqueda de fármacos que interaccionasen 

con este receptor. 

 

 

Características estructurales 

 

  El conocimiento acerca de las características moleculares del receptor 

serotonérgico 5-HT1A comenzó a principios de los años noventa con los estudios que 

llevaron a conocer la secuencia de ácidos nucleicos que formaban el ADN codificante 

para la síntesis del mismo y que permitieron su clonación (Kobilka et al., 1987; Albert 

et al., 1990; Fargin et al., 1989; Stam et al., 1992). El gen responsable de la síntesis del 

receptor serotonérgico 5-HT1A, al igual que los genes responsables de la síntesis de 

todos los receptores de la familia 5-HT1, carece de intrones en su secuencia codificadora 

y su secuencia de ácidos nucleicos presenta una elevada homología entre la rata y el 

humano, siendo sin embargo mucho menor la homología con respecto a otros receptores 

serotonérgicos acoplados a proteínas G (Fujiwara et al., 1993). 

 

  El receptor serotonérgico 5-HT1A pertenece a la gran familia de receptores de siete 

dominios transmembrana acoplados a proteínas G heterotriméricas, y estructuralmente 

se corresponde con una proteína de 422 aminoácidos que tiene un peso molecular de 46 

Kda y un punto isoeléctrico de 8,8. Esta proteína se encuentra orientada en la membrana 

plasmática con el extremo amino terminal hacia el espacio extracelular, presentando tres 

lugares potencialmente susceptibles de N-glicosilación, y con el extremo carboxi-

terminal hacia el interior celular, atravesando la membrana plasmática siete veces. Estos 

siete dominios transmembrana están compuestos por entre 20 y 26 aminoácidos 

hidrofóbicos y se encuentran conectados entre sí por tres lazos extracelulares y tres 

intracelulares compuestos por aminoácidos hidrofílicos. El primer y segundo lazo se 

encuentran unidos por un puente disulfuro entre los residuos Cys109 y Cys186 que parece 

conferir una cierta estabilidad estructural al receptor (Dohlman et al., 1990). 
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  Una de las características farmacológicas más destacables del receptor 

serotonérgico 5-HT1A es su elevada afinidad por ciertos fármacos β-bloqueantes como 

el pindolol. Esta propiedad parece descansar en un único residuo presente en el dominio 

transmembrana 7 (Ans386), altamente conservado en todos los receptores 5-HT1A y β-

adrenérgicos de distintas especies, cuya mutación conduce a la pérdida de afinidad de 

este receptor por ciertos ligandos β-bloqueantes como el pindolol, sin afectar las 

propiedades de unión de otros ligandos al receptor serotonérgico 5-HT1A (Guan et al., 

1992). 

 

  Los dominios estructurales implicados en el acoplamiento del receptor a las 

proteínas G y en la desensibilización del mismo por distintas proteínas quinasas se 

encuentran localizados en las regiones intracelulares del receptor serotonérgico 5-HT1A. 

En este sentido, el segundo bucle intracelular y determinadas regiones del tercer bucle 

intracelular contienen los residuos aminoacídicos claves para el acoplamiento del 

receptor a las proteínas G y la fosforilación por determinadas quinasas que conducirá a 

la desensibilización (Lembo y Albert, 1995; Lembo et al., 1997). Además, todo el 

segundo bucle intracelular y determinados fragmentos del tercero parecen ordenarse 

estructuralmente formando una hélice α anfipática, con una cara cargada positivamente 

y otra cara hidrofóbica, que conforma el dominio intracelular de anclaje de las proteínas 

G (Albert et al., 1998). Debido al gran número de vías de señalización, descritas en 

sistemas heterólogos, a las que puede acoplarse el receptor serotonérgico 5-HT1A 

(Raymond et al., 1999), los estudios estructurales que han intentado relacionar la 

presencia de determinados residuos aminoacídicos concretos, presentes en el segundo y 

tercer bucle intracelular, con la señalización mediada por el receptor serotonérgico 5-

HT1A nos han proporcionado resultados unívocos y han tendido a consolidar como 

hipótesis general la existencia de distintos subdominios estructurales, presentes en los 

bucles intracelulares dos y tres, responsables del acoplamiento del receptor a las 

subunidades αi, αo y βγ (Lembo y Albert, 1995; Lembo et al., 1997). En concreto, 

distintas serinas y treoninas presentes en estas regiones parecen jugar un papel clave en 

dirigir y seleccionar las vías de señalización que van a ponerse en marcha como 

consecuencia de la activación del receptor serotonérgico 5-HT1A. Así, la Thre149, 

presente en el segundo bucle intracelular, parece jugar un papel relevante en el 
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acoplamiento del receptor a las vías de señalización activadas por las subunidades βγ de 

las proteínas Gi/o (Albert et al., 1998), siendo por tanto responsable de los efectos de 

elevación del calcio intracelular y del bloqueo de los canales de calcio mediados por el 

receptor serotonérgico 5-HT1A, mientras que apenas participa en el acoplamiento del 

receptor a la inhibición de la actividad adenilato ciclasa (Lembo et al., 1997). De igual 

forma, la Thre229, presente en el tercer bucle intracelular, es importante para el 

acoplamiento del receptor tanto a la inhibición de la actividad adenilato ciclasa como a 

la elevación del calcio intracelular, y junto con la S253 y Thre343, también en el tercer 

bucle intracelular, forman los tres residuos claves implicados en la desensibilización del 

receptor mediada por PKC (Lembo y Albert, 1995). Por otro lado, la Thre229 y la 

Thre343 son también susceptibles de fosforilación por PKA (Raymond et al., 1999). 

 

 

Distribución 

 

  La distribución del receptor serotonérgico 5-HT1A en cerebro se ha mapeado de 

una forma extensiva por técnicas autorradiográficas usando un amplio rango de 

radioligandos incluyendo [3H]5-HT, [3H]8-OH-DPAT, [3H]-ipsapirona, [125I]BH-8-

MeO-N-PAT, y más recientemente [125I]-p-MPPI y [3H]-WAY 100635 (Pazos y 

Palacios, 1985; Verge et al., 1986; Radja et al., 1992; Khawaja, 1995a; Kung et al., 

1995). Recientemente, se ha usado [11C]WAY 100635 para obtener imágenes in vivo 

del receptor 5-HT1A en el cerebro humano mediante estudios de PET (Pike et al., 1995). 

La densidad de sitios de unión al receptor 5-HT1A es alta en áreas límbicas del cerebro, 

sobre todo en el hipocampo, el septo lateral, las áreas corticales (particularmente corteza 

cingular y entorrinal), y también en los núcleos mesencefálicos del rafe (núcleos 

medianos y dorsales). Por el contrario, los niveles de los sitios de unión al receptor 5-

HT1A en los ganglios basales y el cerebelo son prácticamente indetectables. La 

distribución del ARNm codificante para el receptor serotonérgico 5-HT1A es casi exacta 

a la distribución de los sitios de unión al receptor (Pompeiano et al., 1992; Burnet et al., 

1995). El patrón de distribución del ARNm de los receptores 5-HT1A en áreas corticales 

e hipocampales difiere algo entre humanos y roedores (Burnet et al., 1995). 
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  Se ha descrito la localización del receptor 5-HT1A a partir de estudios de lesiones 

neuronales, y más recientemente en estudios de localización celular del receptor 5-HT1A 

usando técnicas inmunocitoquímicas (Miquel et al., 1992; Radja et al., 1991). Los 

receptores 5-HT1A estarían localizados tanto postsinápticamente con relación a las 

neuronas serotonérgicas como presinápticamente en las propias neuronas serotonérgicas 

de los núcleos del rafe a nivel del soma y las dendritas. A nivel celular, estudios de 

hibridación in situ e inmunocitoquímicos han demostrado la presencia de receptores 5-

HT1A tanto en neuronas piramidales de la corteza como en neuronas piramidales y 

granulares del hipocampo (Pompeiano et al., 1992; Burnet et al., 1995; Francis et al., 

1992). El receptor 5-HT1A se expresa en núcleos colinérgicos en el septo, y también en 

neuronas glutamatérgicas (piramidales) de la corteza y el hipocampo (Francis et al., 

1992). Un estudio ultraestructural más reciente demuestra que el receptor 5-HT1A está 

presente en las membranas sinápticas, como también en las extrasinápticas (Kia et al., 

1996). También se encuentran en la literatura evidencias de la presencia de estos 

receptores en células gliales del cerebro (Azmitia et al., 1996), aunque este es un tema 

más discutido. 

 

 

Farmacología del receptor 5-HT1A 

 

  Las características farmacológicas del receptor serotonérgico 5-HT1A difieren 

bastante de otros miembros de la familia de receptores 5-HT1 e incluso de los demás 

receptores de serotonina. Entre los agonistas selectivos para el receptor 5-HT1A se 

encuentran la 8-OH-DPAT, que es el agonista prototipo de los receptores 5-HT1A 

(Hoyer et al., 1994), el dipropil-5-CT, la buspirona y la gepirona. Varios ligandos del 

receptor 5-HT1A, incluyendo BMY 7378, NAN-190, MDL 73005EF, SDZ 216525 se 

identificaron inicialmente como antagonistas claros en varios modelos del receptor 

postsináptico 5-HT1A. Sin embargo, como grupo estos fármacos no son demasiado 

selectivos y han demostrado tener propiedades de agonistas parciales (Hjorth y Shap, 

1990; Sharp et al., 1990 y 1993; Fletcher et al., 1993), lo que complica su uso para 

posibles estudios farmacológicos. Después de una larga búsqueda, se ha logrado 
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desarrollar un buen número de antagonistas: (S)-UH-301, WAY 100635 (Hillver et al., 

1990), y más recientemente, NAD-299 (Johansson et al., 1997).  

 

La caracterización de las respuestas mediadas por el receptor 5-HT1A se ha podido 

conocer también gracias a los antagonistas de receptores 5-HT1 serotonérgico/β-

adrenérgico como el pindolol, penbutolol y tertatolol (Hjorth y Sharp, 1993; Prisco et 

al., 1993). Sin embargo, datos recientes sugieren que como grupo, estos fármacos tienen 

varios grados de afinidad hacia el receptor 5-HT1A (pindolol > tertatolol > penbutolol > 

WAY 100635; Sánchez et al., 1996; Clifford et al., 1998). De hecho, las propiedades de 

agonista parcial del pindolol sobre el receptor 5-HT1A podrían ser relevantes dentro de 

la actual controversia sobre su posible administración como tratamiento para la 

depresión. 

 

 

Sistemas efectores y segundos mensajeros 

 

  La activación del receptor serotonérgico 5-HT1A puede modular la actividad de un 

gran número de vías de señalización intracelular, así como la producción de segundos 

mensajeros intracelulares. En todos los casos la modulación que ejerce el receptor 

serotonérgico 5-HT1A sobre estas vías de señalización es sensible a la acción de la 

toxina pertussis, demostrando por tanto la participación de proteínas Gi/o.  La 

selección de una u otra vía de señalización, así como la importancia relativa de cada una 

de ellas vendrá en gran medida condicionada por el proceso de acoplamiento del 

receptor a los distintos subtipos de proteínas Gi/o, y la subsiguiente especificidad de 

acción de las distintas subunidades que componen estas proteínas Gαi/o sobre uno u otro 

sistema efector. 

 

 

a) Modulación de la actividad adenilato ciclasa 

 

El acoplamiento del receptor serotonérgico 5-HT1A a la inhibición de la actividad 

adenilato ciclasa y la consiguiente disminución en la producción de AMPc supone la vía 
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de señalización intracelular más contrastada para el receptor serotonérgico 5-HT1A, 

manifestándose tanto en tejido nativo como en distintas líneas celulares (Boess y 

Martín, 1994; Saudou y Hen, 1994; Albert et al., 1996). Además, la eficiencia de 

acoplamiento a esta vía de señalización es muy elevada, manteniéndose la máxima 

eficacia de acoplamiento incluso con niveles de expresión del receptor muy bajos 

(Boddeke et al., 1992). Sin embargo, a pesar de la alta densidad de receptores 5-HT1A 

presentes en los núcleos del rafe, la inhibición de la actividad adenilato ciclasa no 

parece ser la vía de señalización más importante en esta región (Clarke et al., 1996). 

Adicionalmente, diversos trabajos también han demostrado el acoplamiento del receptor 

serotonérgico 5-HT1A a la estimulación de la actividad adenilato ciclasa en hipocampo 

(Shenker et al., 1983) y en líneas celulares como las HEK 293 vía subunidades βγ de las 

proteínas Gi/o (Albert et al., 1999). 

 

  La capacidad del receptor serotonérgico 5-HT1A para inducir efectos contrapuestos 

sobre la actividad adenilato ciclasa puede comprenderse atendiendo a la complejidad 

que encierra la modulación del conjunto de isoenzimas que conforman la familia 

adenilato ciclasa y atendiendo también a la actividad de cada una de sus subunidades 

(Hurley et al., 1999). Por todo ello, la modulación de la actividad adenilato ciclasa por 

el receptor serotonérgico 5-HT1A es un proceso extremadamente complejo, pudiendo 

interpretarse el efecto final observado como el resultado del concurso de las distintas 

señales que pueden ser activadas dependiendo además de la ubicación regional del 

tejido examinado.  

 

 

b) Modulación de fosfolipasas 

 

  La función de distintas fosfolipasas puede verse modulada como consecuencia de 

la activación del receptor serotonérgico 5-HT1A. En concreto, diversos estudios 

realizados en sistemas de expresión heterólogos han descrito la capacidad del receptor 

serotonérgico 5-HT1A para activar la fosfolipasa C específica de fosfatidilinositol (PI-

PLC) (Fargin et al., 1989), la fosfolipasa C específica de fosfatidilcolina (PC-PLC) 

(Cowen et al., 1996) y la fosfolipasa A2 (PLA2) (Harrington et al., 1994) generando 
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como resultado la producción de dos segundos mensajeros: el inositol 1,3,5-trifosfato 

(IP3) y el diacilglicerol (DAG), responsables de mediar los efectos intracelulares de la 

activación del sistema efector (PI-PLC). Sin embargo, el receptor serotonérgico 5-HT1A, 

acoplado a proteínas Gi/o, puede producir también la activación de este sistema efector 

(Fargin et al., 1989), a través de la subunidad βγ de las proteínas G, si bien la eficacia de 

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

 

  

c) Modulación de quinasas 

 

  Numerosos grupos han documentado que el receptor 5-HT1A activa la vía de 

ERK/MAP quinasas en células CHO (Cowen et al., 1996; Garnovskaya et al., 1996, 

1998). Como otros GPCRs, el receptor 5-HT1A activa ERK a través de un intrincado 

sistema de señalización que requiere algunas de las mismas moléculas usadas por los 

receptores tirosín quinasas (Marshall, 1995). La activación de ERK por el receptor 5-

HT1A resulta en la activación de la tirosín quinasa Src y la fosforilación de tirosinas de 

Shc. Esta fosforilación resulta en la reclusión de la quinasa PI-3’, Grb2 (una proteína 

adaptadora), y una proteína activadora de Ras denominada Sos. La activación de Ras 

lleva a una activación secuencial de Raf, una quinasa reguladora mitogénica y 

extracelular (MEK) y ERK (Cowen et al., 1996; Garnovskaya et al., 1996, 1998). 

Cowen et al., (1996) hipotetizaron que PC-PLC aumenta la activación de Raf que es 

inducida por Ras. Entonces, es posible que el receptor 5-HT1A en células CHO active 

ERK a través de dos rutas de señalización de lípidos. La primera requiere la quinasa PI-

3´ e intersecta la ruta de ERK a la altura de Ras, mientras que la segunda requiere PC-

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

 

 

d) Canales iónicos 

 

  Los estudios de expresión del receptor serotonérgico 5-HT1A en sistemas 

heterólogos han demostrado la capacidad de este receptor para estimular o inhibir 

distintos canales iónicos, como los canales de rectificación de reentrada de potasio 
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dependientes de proteínas G (GIRK), canales aniónicos de alta conductancia, canales de 

cloruro y canales de calcio. El acoplamiento a la activación de canales GIRK a través de 

proteínas de las subunidades Gi/o es el mecanismo responsable de la hiperpolarización 

del potencial sináptico que se da en sistema nervioso central tras la activación del 

receptor serotonérgico 5-HT1A (Andrade et al., 1986; Colino y Halliwell, 1987). La 

apertura de canales GIRK tras la activación del receptor serotonérgico 5-HT1A sucede 

como consecuencia de la interacción de las subunidades βγ, liberadas de las proteínas 

Gi/o activadas, con sitios reguladores presentes en el canal (Doupnik et al., 1997). En 

este sentido la expresión conjunta, en sistemas heterólogos, del receptor serotonérgico 

5-HT1A, canales GIRK-1 y distintas proteínas reguladoras de la señalización de 

proteínas G (RGS), demostró la participación de las proteínas RGS-1, RGS-3 y RGS-4 

en la activación del canal GIRK por el receptor serotonérgico 5-HT1A, ya que la 

inclusión de estas reproducía las características cinéticas de activación observadas en 

tejido nativo (Doupnik et al., 1997).  Otros efectos del receptor serotonérgico 5-HT1A 

sobre canales iónicos descritos en sistemas heterólogos son la inhibición de canales 

aniónicos de alta conductancia, implicados en la regulación del volumen celular y el 

mantenimiento del potencial de membrana, a través de proteínas Gαi2 y Gαi3 (Mangel et 

al., 1993), y la inhibición de la entrada de calcio estimulada por Bay K 8644 (Liu y 

Albert, 1991). A pesar de todo, la importancia relativa de estos mecanismos en tejido 

nativo no está firmemente establecida. 

 

 

e) Modulación de mecanismos de transporte activo de iones 

 

  Además del efecto sobre distintos canales iónicos, el receptor serotonérgico 5-

HT1A es capaz de modular determinados procesos de transporte activo de iones. Así, se 

ha demostrado la capacidad de este receptor para estimular distintos procesos, como la 

incorporación de fosfato independiente de sodio al interior celular a través de un 

mecanismo mediado por PLC (Raymond et al., 1999), la actividad de la bomba Na+/K+ 

ATPasa, un mecanismo dependiente de Ca2+ (Middleton et al., 1990), y la actividad del 

intercambiador Na+/H+ (Garnovskaya et al., 1998).  
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  En conjunto, estos mecanismos sugieren que el receptor serotonérgico 5-HT1A 

puede jugar un importante papel en regular la energía celular, a través de su 

acoplamiento al transportador de fosfatos dependiente de Na+, así como en regular el 

volumen celular, a través de su acoplamiento con la bomba Na+/K+ ATPasa y con el 

intercambiador Na+/H+. 

 

 

f) Papel regulador en proliferación celular y supervivencia celular 

 

  La activación del receptor 5-HT1A puede estimular vías de proliferación y 

mitogénicas en varios sistemas celulares (Cowen et al., 1997). Los receptores 5-HT1A 

estimulan la proliferación de linfocitos T (Iken et al., 1995) y la activación de receptores 

5-HT1A expresada en células NIH 3T3 potencia la estimulación de la síntesis del DNA 

por factores de crecimiento epidérmicos (Varrault et al., 1992). Los receptores 5-HT1A 

de rata transfectados a células BALB/c-3T3 mejoran la recaptación de timidina (Abdel-

Baset et al., 1992). Todos estos estudios son consistentes con un efecto estimulatorio del 

receptor 5-HT1A sobre la proliferación celular.  

 

El receptor 5-HT1A también está implicado en la morfogénesis y la supervivencia 

celular. Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario humano, la expresión de 

este receptor es máxima en áreas como el cerebelo, demostrándose su papel en la 

morfogénesis del SNC (Del Olmo et al., 1998). El bloqueo de receptores endógenos 5-

HT1A revierte el efecto estimulador serotonérgico sobre el desarrollo celular en cultivos 

de dientes germinales de mandíbula de ratón (Moiseiwitsch et al., 1998), sugiriendo un 

papel sobre desarrollo celular para este receptor. En estudios con receptores 5-HT1A 

transfectados se ha demostrado la inhibición de la enzima caspasa-3 y la atenuación en 

un 65% de la apoptosis inducida por la anoxia en las células HN2-5 neuronales a través 

de una ruta dependiente de ERK (Adayev et al., 1999), sugiriendo, por tanto, también 

un papel potencial para el receptor 5-HT1A en la supervivencia neuronal. 
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2.1.5.2. Receptor 5-HT1B 

 

El receptor 5-HT1B fue inicialmente caracterizado como un sitio de unión para 

serotonina tritiada pero con baja afinidad por espiperona tritiada en el cerebro de roedor 

(Pedigo et al., 1981). El descubrimiento de que ese sitio tenía una baja afinidad por la 8-

OH-DPAT estableció que ese receptor tenía propiedades farmacológicas diferentes del 

receptor 5-HT1A (y 5-HT2) (Middlemiss y Fozard, 1983). Otro sitio de unión para la 

serotonina tritiada fue detectado en cerebro bovino, y fue originalmente clasificado 

como 5-HT1D, diferenciándolo del receptor 5-HT1B de roedor. Hoy día es generalmente 

aceptado que el receptor 5-HT1D es una variante de especie del receptor 5-HT1B (Hartig 

et al., 1996). 

 

 

Características estructurales 

 

El receptor 5-HT1B está presente en altos niveles de expresión en roedores (rata, 

ratón, hámster) mientras que el receptor 5-HT1D es más abundante en otras especies 

(perro, humano). El hecho de que la distribución en el SNC de los originalmente 

definidos 5-HT1B y 5-HT1D fuera muy similar condujo a numerosos investigadores a 

especular (antes de la obtención de datos de clonaje) que los dos sitios de unión para 

radioligandos eran equivalentes interespecie pero con una distinta farmacología (Hoyer 

et al., 1994). Esta idea inicial comenzó a cuestionarse tras el descubrimiento de dos 

genes humanos relacionados con los receptores, que fueron aislados siguiendo un patrón 

de secuencias homólogas con un receptor “huérfano” (perro RDC4) y que presentaba 

características similares a las del receptor 5-HT1. Cuando se expresaron estos dos genes 

se demostró la farmacología de los originalmente descritos como sitios 5-HT1D, no 

sitios 5-HT1B, y que pasaron a designarse 5-HT1Dα y 5-HT1Dß (77% de secuencia 

homóloga transmembrana) (Hartig et al., 1996). Sin embargo, el receptor de roedor 5-

HT1B se clonó más tarde y se vio que tenía una gran homología en su secuencia (96% de 

homología en secuencias transmembrana) con el receptor humano 5-HT1Dß. Estos 

hallazgos, junto con el descubrimiento de un gen de rata homólogo con el receptor 

humano 5-HT1Dα y que codificaba para un receptor con un sitio de unión con perfil de 
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receptor 5-HT1D llevó a una renomenclatura para los receptores 5-HT1B/D. Esta 

nomenclatura reconoció que a pesar de una farmacología diferente, el receptor humano 

5-HT1Dß es una especie equivalente del receptor de roedores 5-HT1B. Además, el 

receptor 5-HT1Dß se reasignó a la clasificación de los 5-HT1B. Para resaltar el hecho de 

que la farmacología del receptor 5-HT1B presenta diferencias significativas entre 

especies, se usan prefijos: el de rata se reasignó como r5-HT1B y el humano como h5-

HT1B (Hoyer et al., 1994; Hartig et al., 1996). Los genes codificantes para el receptor 5-

HT1B de humano y ratón se localizan en el cromosoma 9 (posición 9E) y 6 (6q13) 

respectivamente (Saudou y Hen, 1994). Con la nueva nomenclatura y asignación, el 

receptor 5-HT1Dα expresado en la rata y el humano, y otras especies, pasó a denominarse 

receptor 5-HT1D.  

 

 

Distribución 

  

Estudios autorradiográficos usando [3H]5-HT (en presencia de 8-OH-DPAT), 

[125I]cianopindolol (en presencia de isoprenalina) o [125I]GTI han demostrado una alta 

densidad de sitios de unión al receptor 5-HT1B en los ganglios basales del cerebro de la 

rata particularmente la sustancia negra, el globo pálido, el pálido ventral y el núcleo 

entopeduncular, aunque también está presente en otras regiones (Pazos y Palacios, 

1985; Verge et al., 1986). Tanto el [125I]cianopindolol como el [125I]GTI permiten 

discriminar los sitios de unión 5-HT1B de los sitios 5-HT1D en roedores pero no hay 

todavía radioligandos selectivos que permitan hacer esta distinción en especies no-

roedoras. La discriminación entre los receptores 5-HT1B y 5-HT1D tanto en roedores 

como en no-roedores se ha visto facilitada gracias a la disponibilidad de un nuevo 

radioligando 5-HT1B/D, el [3H]GR125,743 (Doménech et al., 1997).  

 

 También se han llevado a cabo estudios de unión de radioligandos tras inducir 

lesiones en neuronas serotonérgicas con el fin de determinar la localización sináptica de 

los receptores 5-HT1B, si bien los resultados han sido bastante contradictorios, 

demostrándose tanto una regulación a la alta de estos receptores como una regulación a 

la baja en las mismas áreas (Middlemiss y Hutson, 1990; Bruinvels et al., 1994).  
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Sin embargo, los estudios de hibridación in situ (Boschert et al., 1994) demuestran 

la localización del ARNm codificante para el receptor 5-HT1B en los núcleos mediano y 

dorsal del rafe; de hecho, su expresión se reduce drásticamente tras la lesión neuronal de 

estas áreas (Doucet et al., 1995). Algunas áreas cerebrales presentan altos niveles de 

expresión de los sitios de unión al receptor 5-HT1B, como son el estriado, donde 

también se expresa de forma abundante el ARNm para el receptor. Sin embargo, otras 

áreas con alta densidad de sitios de unión presentan poca o ninguna cantidad detectable 

del ARNm codificante para el receptor 5-HT1B (sustancia negra, globo pálido y núcleo 

entopeduncular). Se han encontrado estas diferencias tanto en humano como en 

primates (Jin et al., 1992).  

 

Todo esto indica que los receptores 5-HT1B están localizados tanto 

presinápticamente como postsinápticamente en neuronas serotonérgicas. Se especula 

que en algunas áreas cerebrales (incluyendo la sustancia negra y el globo pálido) los 

receptores 5-HT1B pueden estar en terminales nerviosos no serotonérgicos, habiendo 

sido transportados desde los somas serotonérgicos hacia otras regiones (Boschert et al., 

1994; Bruinvels et al., 1994). En general, los estudios sobre la localización anatómica 

de los receptores 5-HT1B apoyan la idea de que el receptor 5-HT1B tiene un papel como 

auto y heterorreceptor, controlando la liberación de neurotransmisores.  

 

A nivel celular, la hibridación in situ ha demostrado la presencia del ARNm para 

el receptor 5-HT1B en las células granulares y piramidales del hipocampo (Doucet et al., 

1995), y en las neuronas del caudado-putamen que sean probablemente de tipo 

GABAérgico (Boschert et al., 1994). 

 

 

Farmacología del receptor 5-HT1B  

 

  Hay un gran número de ligandos con alta afinidad por el receptor 5-HT1B pero 

muchos de ellos no son selectivos (Hoyer et al., 1994). Los agonistas más potentes son 

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

antagonista. Todos estos compuestos comparten afinidad por otros subtipos de 
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receptores serotonérgicos, particularmente el receptor 5-HT1A, pero la baja afinidad de 

fármacos como la 8-OH-DPAT, el WAY 100635, la ritanserina y el tropisetrón por los 

receptores 5-HT1B ayudan a la discriminación de este receptor.  

 

  Por su parte, el compuesto GR 127,935 tiene una gran selectividad 5-HT1B/D con 

respecto a otros receptores serotonérgicos y es un potente antagonista en modelos 

funcionales (Skingle et al., 1995). Recientemente, se han descubierto los primeros 

antagonistas con alta afinidad y selectividad para los receptores 5-HT1B sobre los 

receptores 5-HT1D, son el SB-224289 y el SB-216641 (Price et al., 1997; Roberts et al., 

1997a, b). Datos recientes indican que otro antagonista, el WAY 100135 tiene 

propiedades de agonista parcial, al menos en algunos modelos experimentales 

(Davidson et al., 1997). Estas herramientas farmacológicas resultan esenciales para 

futuros estudios en animales con el objetivo de caracterizar la función de los receptores 

5-HT1B/D.  

 

  A pesar de su alta homología secuencial y similar distribución cerebral, los 

receptores 5-HT1B de rata y ratón son farmacológicamente distintos del humano (Hoyer 

et al., 1994). Las diferencias más significativas son que ciertos antagonistas β-

adrenérgicos incluyendo cianopindolol, SDZ 21009, isamoltano, pindolol, y propanolol 

presentan una afinidad más alta por los receptores 5-HT1B en roedores que en humano. 

La diferencia más significativa está entre los receptores humanos 5-HT1B y 5-HT1D. A 

pesar de que algún estudio indica lo contrario, existen numerosas evidencias en la 

literatura que demuestran una clara diferencia en la farmacología de estos receptores 

(Boess y Martin, 1994). En particular los antagonistas para el receptor 5-HT2 como la 

ketanserina y la ritanserina muestran una gran selectividad para el receptor humano 5-

HT1D versus el receptor 5-HT1B   

 

  Más recientemente se han descubierto antagonistas selectivos para el receptor 

humano 5-HT1B (SB-216641, SB-224289) y el receptor 5-HT1D (BRL-15572) (Price et 

al., 1997; Roberts et al., 1997a, b). 
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Sistemas efectores y segundos mensajeros 

 

a) Regulación de la adenilato ciclasa 

 

  La activación del receptor 5-HT1B se relaciona, como en el caso del receptor 5-

HT1A, con la inhibición de la adenilato ciclasa en tejidos como la sustancia negra 

(Schoeffer et al., 1989) y en células CHO-K1 (Giles et al., 1996). Como en el caso del 

receptor 5-HT1A, su activación también aumenta los niveles de AMPc en células HEK 

293 mediante un proceso en el que interviene la isoforma de adenilato ciclasa ACII y las 

subunidades βγ de las proteínas Gi/o (Albert et al., 1999).  

 

 

b) Activación de fosfolipasas 

 

  La activación del receptor 5-HT1B puede activar PLC en varios tipos celulares: en 

células CHO no se ha visto un incremento en la acumulación de inositol fosfato pero en 

células CHO transfectadas con receptores 5-HT1B humanos se observaron incrementos 

de Ca2+ sensibles a toxina pertussis y acumulación de inositol fosfato mediados a través 

de proteínas G y PLC (Dickenson y Hill, 1998). Además, la serotonina puede estimular 

la PLD vía receptores 5-HT1B en la arteria mesentérica a través de una ruta que requiere 

Ca2+ extracelular y la activación de PKC, pero independiente de PLC (Hinton et al., 

1999). 

 

 

c) Regulación de quinasas 

 

  Existen estudios que han demostrado que los receptores 5-HT1B en fibroblastos 

estimulaban la síntesis de DNA mediante una ruta sensible a toxina pertussis, y que no 

era mediante la PLC (Seuwen et al., 1988). Estudios posteriores revelaron que el 

receptor 5-HT1B puede activar ERK en células endoteliales aórticas bovinas (McDuffie 

et al., 2000), células de neuroblastoma BE2-C (Leone et al., 2000), y células CHO 

(Pullarkat et al., 1998). En células CHO esto ocurre mediante una ruta que implica 
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proteínas G sensibles a pertussis, la quinasa PI-3’ y la MEK (Pullarkat et al., 1998). La 

quinasa de AKT también se activa mediante los receptores 5-HT1B actuando a través de 

proteínas G sensibles a pertussis en células de neuroblastoma BE2-C (Leone et al., 

2000). En células CHO, los receptores 5-HT1B activan la quinasa p70 S6 a través de una 

ruta que implica a la quinasa PI-3’ y la MEK, y que es sensible a toxina pertussis. 

Interesantemente, este acople del receptor 5-HT1B a ERK en células CHO fue más 

eficiente que el inducido por el receptor 5-HT1A. 

 

 

2.1.5.3. Receptor 5-HT2A 

  

Existen tres miembros descritos de la familia de receptores 5-HT2, denominados 

receptores 5-HT2A, 5-HT2B y 5-HT2C (Hoyer et al., 1994). Los receptores 5-HT2A son 

probablemente el receptor 5-HTM descrito por Gaddum y Picarelli (1957). Los 

receptores 5-HT2B fueron llamados receptores 5-HT2F (Foguet et al., 1992), y los 5-

HT2C previamente se clasificaron como 5-HT1C. Los receptores 5-HT2 se acoplan a la 

cascada de señalización de la PLC-ß en tejidos nativos y en células heterólogas 

(Peroutka, 1995). El receptor cerebral 5-HT2A se descubrió en membranas cerebrales de 

rata como un sitio de unión de alta afinidad para la espiperona tritiada, con una 

relativamente baja afinidad por la serotonina tritiada, pero con un perfil farmacológico 

de receptor serotonérgico (Peroutka y Snyder, 1979). 

 

 

Características estructurales 

 

  A mediados de los ochenta, se había visto que los receptores 5-HT2 y 5-HT1C 

(vieja nomenclatura) tenían propiedades farmacológicas y cascadas de señalización muy 

similares, y que estaban probablemente relacionados. Los genes para el receptor 5-HT2A 

humano y de rata fueron aislados por screenings homólogos muy poco tiempo después 

de los primeros estudios sobre el 5-HT2C. El receptor 5-HT2A se localizó en el 

cromosoma 13q14-q21 y tenía una alta similitud con el receptor 5-HT2C humano, 

aunque es baja cuando se compara con la del receptor 5-HT2B. La secuencia 
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aminoacídica del receptor 5-HT2A tiene potencial para glicosilación, forforilación y 

palmitoilación. Experimentos implicados en mutagénesis dirigida han identificado 

residuos de aminoácidos con efectos importantes en la unión de ligandos y sobre las 

propiedades de acoplamiento con el receptor (Boess y Martín, 1994; Saudou y Hen, 

1994; Baxter et al., 1995). 

 

 

Distribución 

 

  La distribución en el SNC del receptor 5-HT2A se ha estudiado mediante 

autorradiografía de receptor, hibridación in situ e inmunohistoquímica. Los estudios de 

autorradiografía usando [3H]espiperona,[3H]ketanserina, [125I]DOI, y más recientemente 

[3H]MDL100907 como radioligandos, han encontrado niveles altos de  sitios de unión 

al receptor 5-HT2A en varias áreas cerebrales, sobre todo en áreas corticales (neocorteza, 

corteza entorrinal y piriforme, claustro, núcleos caudados, accumbens, tubérculos 

olfatorios e hipocampo de todas las especia estudiadas) (Pazos et al. 1985).  

 

  Suele haber concordancia entre la distribución de los sitios de unión a los 

receptores 5-HT2A, los niveles de expresión del ARNm del receptor 5-HT2A y la 

inmunoreactividad para estos receptores (Mengod et al., 1990; Morilak et al., 1993, 

1994: Pompeiano et al., 1994; Burnet et al., 1995), sugiriendo que las células que 

expresan estos receptores están localizadas en los mismos sitios en los que se detectan 

los receptores (y postsinápticamente a la neurona serotonérgica). También, hay varias 

evidencias a partir de estudios de hibridación in situ, de inmunocitoquímica y de 

autorradiografía de receptores sobre la localización de estos receptores en interneuronas 

GABAérgicas así como en neuronas glutamatérgicas (Burnet et al., 1995). Además, 

experimentos de inmunoreactividad han revelado que también pueden estar localizados 

en neuronas colinérgicas en varias áreas cerebrales (Morilak et al., 1993).  

 

  La distribución de los receptores 5-HT2A parece coincidir con la distribución de 

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

1988). Por ejemplo, en la rata, la inervación serotonérgica del DRN de la corteza frontal 
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parece seguir la distribución laminar de los sitios de unión al receptor 5-HT2A. En 

estudios electrofisiológicos, también se ha visto que las respuestas en corteza frontal 

mediadas por los receptores 5-HT2A pueden ser evocadas por estimulación en el rafe 

mediano (MnR) (Godbout et al., 1991). 

 

 

Farmacología del receptor 5-HT2A 

 

  Toda la familia de receptores 5-HT2 se caracteriza por una relativamente baja 

afinidad por la serotonina, una alta afinidad por el agonista selectivo DOI, una alta 

afinidad para varios antagonistas 5-HT2, cuyo prototipo es la ketanserina pero también 

para otros ligandos como la ritanserina y el ICI 170,809. Hasta hace poco, ha sido 

dificultoso discriminar los miembros de esta familia de receptores aunque la ketanserina 

y la espiperona presentan una mayor selectividad para el receptor 5-HT2A (unos dos 

órdenes de magnitud) que para el resto de subtipos de receptores; estas moléculas 

también tienen cierta afinidad por otros receptores de monoaminas. Sin embargo, hoy 

día hay un amplio rango de antagonistas muy selectivos para la familia (Baxter et al., 

1995). EL MDL100907 es un potente antagonista selectivo para los receptores 5-HT2A 

(Kehne et al., 1996). Otros antagonistas recientes son el SB-200646A y el SB-206553 

que discriminan entre el receptor 5-HT2A y los receptores 5-HT2B/2C. Sin embargo, no 

existen agonistas muy selectivos para los subtipos de receptores de esta familia, aunque 

puede destacar el agonista para el receptor 5-HT2C RO 60-0175 (Millan et al., 1997). 

 

Todos los receptores 5-HT2 se desensibilizan tras su exposición prolongada a la 

serotonina y otros agonistas, aunque la sensibilidad a los agonistas y el mecanismo 

subyacente a la desensibilización de cada subtipo puede ser diferente (Sanders-Bush, 

1990). Una curiosa propiedad de los receptores 5-HT2A es que en algunos modelos in 

vivo e in vitro se regulan a la baja después de una constante exposición a algunos 

antagonistas (i.e. mianserina, espiperona y mesulergina) (Grotewiel y Sanders-Bush, 

1994). Una de las explicaciones es que bajo ciertas condiciones, estos receptores 

estarían constitutivamente activos, y que algunos de los ligandos actuarían como 

agonistas inversos. 
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Sistemas efectores y segundos mensajeros  

 

a) Modulación de la actividad de la adenilato ciclasa 

 

  La activación de este receptor puede regular la actividad de la adenilato ciclasa en 

algunos tejidos y grupos celulares. Berg et al. (1994) demostraron que los receptores 5-

HT2A pueden amplificar la formación de AMPC en células A1A1 mediante las acciones 

intermediarias de la PKCs y la Ca2+/Cam. En células tiroideas FRTL-5, estos receptores 

incrementan el AMPC a través de un mecanismo sensible a toxina pertussis (Tamir et 

al., 1992). Sin embargo, Garnovskaya et al. (1995) demostraron que estos receptores en 

células renales de rata podían inhibir la acumulación de AMPc estimulada por 

forskolina. Esta inhibición no implicaba PLC, calcio o PKCs, pero era sensible a toxina 

pertussis, sugiriendo que estos receptores pueden inhibir el sistema de la adenilato 

ciclasa a través de cascadas que requieren la activación de proteínas Gi/o. 

 

 

b) Regulación de fosfolipasas 

 

  Toda la familia de receptores 5-HT2A se acopla positivamente a la PLC y tiende a 

incrementar la acumulación de los inositol fosfato y el Ca2+ intracelular (Boess y 

Martín, 1994). Los receptores 5-HT2A también activan otras fosfolipasas, como la PLA2 

y la PLD (Sanders-Bush, 1990). 

 

 

c) Regulación de quinasas 

 

  Varios grupos han demostrado que estos receptores activan las ERK quinasas en 

ciertos tipos celulares (Watts, 1998). En células musculares la activación de ERK fue 

compleja y requirió la participación de la PLC, los canales de calcio y la MEK1 (Watts, 

1998). Guillet-Deniau (1997) también ha descrito el acoplamiento de la quinasa Janus 

(Jak) a este subtipo de receptores. 
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d) Regulación de las vías de proliferación y apoptosis 

 

  Hay estudios que demuestran que la estimulación de los receptores 5-HT2A causa 

la activación de ciertas cascadas de señalización que tienen como destino final 

incrementar las cantidades totales de BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro). 

Estos cambios podrían estar relacionados con el incremento en la expresión de BDNF 

observado después del tratamiento crónico con antidepresivos (Duman et al., 1997). 

 

 

e) Canales iónicos 

 

  Los receptores 5-HT2A incrementan el calcio intracelular, liberándolo de los 

depósitos intracelulares y/o activando canales de calcio. No sorprende que la 

calmodulina (Cam) sea una diana dentro de la vía de señalización a través de receptores 

5-HT2A, ya que es a su vez una diana para la movilización del calcio (Turner y 

Raymond, 2005). 

 

 

2.2. Sistema endocannabinoide 

 

  El sistema endocannabinoide comprende ligandos endógenos para los receptores 

cannabinoides, los receptores cannabinoides de por sí, y diversas proteínas implicadas 

en la regulación y metabolismo de los endocannabinoides. El primer endocannabinoide 

descrito fue la anandamida en el año 1992 (Devane et al. 1992), y hasta la actualidad se 

han descubierto un buen número de otros agonistas endocannabinoides. Estos se 

encuentran repartidos sobre todo por la corteza cerebral, los ganglios basales y las 

estructuras límbicas, y ejercen la mayoría de sus funciones a través de su interacción 

con los receptores cannabinoides (Elphick y Egertova, 2001). 

 

  Se conocen dos subtipos principales de receptores endocannabinoides, el CB1 

(Matsuda et al. 1990) y el CB2 (Munro et al., 1993). Los receptores CB1 se localizan 

principalmente en el sistema nervioso central mientras que los receptores CB2 
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tradicionalmente se habrían localizado en el sistema nervioso periférico (Munro et al., 

1993), y por tanto, no son objeto de estudio en la presente tesis, si bien recientemente se 

ha descrito su presencia en las células gliales del cerebro (Pazos et al., 2004) 

 

Los endocannabinoides, o cannabinoides endógenos, son una familia de lípidos 

bioactivos que activan los receptores cannabinoides para que estos puedan ejercer sus 

efectos de modulación de la transmisión neural. Puesto que se sintetizan localmente y a 

demanda se encuentran en muy baja concentración en el cerebro y otros tejidos, donde 

participan en la regulación de varias funciones cerebrales como el control del estado de 

ánimo, el apetito, la memoria y el dolor. Se sintetizan en los terminales postsinápticos, 

en un proceso que requiere la entrada de Ca+2 en la célula, y se liberan en las regiones 

seleccionadas para que ejerzan su efecto sobre receptores presinápticos. Se inactivan 

rápidamente debido a un proceso de recaptación y degradación rápida (Di Marzo et al., 

1994; Piomelli et al., 1998).  

 

El primer endocannabinoide aislado fue la araquidonil etanolamida o anandamida 

(AEA) (Devane et al., 1992). La AEA es un derivado del ácido araquidónico, se 

sintetiza por hidrólisis de su precursor el N-araquidonoil fosfatidiletanolamina mediante 

la enzima fosfodiesterasa fosfolipasa D. Se retira rápidamente del espacio sináptico por 

un sistema de recaptación, y se degrada mediante la enzima ácido-graso amino hidrolasa 

(FAAH). El 2-araquidonilglicerol (2-AG) es otro endocannabinoide producido por las 

células del sistema nervioso a demanda, a partir del inositol-1,2-diacilglicerol catalizado 

por la fosfolipasa C (Di Marzo et al. 1994). Los niveles de 2-AG en algunas partes del 

cerebro son mayores que los de AEA, y la biosíntesis de ambas moléculas se controla 

de manera separada (Porter y Felder, 2001). Se une a los receptores cannabinoides 

ejerciendo su acción de manera rápida, y rápido es también su transporte al interior de la 

célula y su degradación (Mechoulam et al., 1995).  

 

Además de AEA y 2-AG existen otros endocannabinoides aún poco conocidos, 

como el 2-araquidonil glicerol éter o noladin éter, N-araquidonoil dopamina (NADA) y 

virodamina (Hanus et al., 2001; Waltert al. 2002; Porter et al., 2002). 
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2.2.1. Receptor CB1 

 

El receptor CB1 pertenece a la familia de los GPCRs (receptores acoplados a 

proteínas G) y están acoplados negativamente a la adenilato ciclasa (AC) y a canales de 

calcio, mientras que se acoplan positivamente a canales de potasio y a MAP quinasas a 

través de proteínas Gi/o. (Howlett, 2004). Algunos cannabinoides endógenos también 

producen efectos biológicos mediante la activación del receptor vanilloide 1 (TRPV1), 

regulador de un canal de cationes activados por capsaicina. También se habla de la 

existencia de un subtipo CB1A y se cree que existen otros subtipos por descubrir 

(Manzanares et al., 2006). 

 

 

Características estructurales 

 

El receptor cannabinoide CB1 es miembro de la subfamilia de receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs). Son proteínas transmembrana con siete dominios 

transmembrana hidrofóbicos enlazados mediante tres lazos intracelulares y tres 

extracelulares. El extremo amino terminal se orienta al espacio extracelular, mientras 

que el carboxilo terminal lo hace hacia el citoplasma. El dominio extracelular se 

encuentra unido a grupos glucídicos y poseen residuos de cisteína que participan en 

puentes disulfuro que proporcionan estabilidad estructural en la conformación de los 

receptores. Los agonistas cannabinoides interactúan con el receptor a través del poro 

formado en su hélice transmembrana (Mukhopadhyay et al., 2002). Los tres lazos 

citosólicos y un posible cuarto lazo formado por palmitoilación en la región C-terminal 

contribuyen a la activación de las proteínas G. El dominio proximal intracelular del C-

terminal (aminoácidos 401-417) es crítico para la unión con la proteína G, y la cola del 

dominio C-terminal (aminoácidos 418-472) modulan la cinética y magnitud de la 

transducción de señales (Nie y Lewis, 2001). Muchos efectos cannabinoides son 

sensibles a la toxina pertussis confirmando el acoplamiento a proteínas Gi/o, si bien hay 

evidencias sobre la interacción de los receptores CB1 con proteínas GS, bajo 

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

 

  Se ha analizado la distribución de los receptores CB1 mediante estudios de los 

sitios de unión de [3H]CP-55,940 (agonista de los receptores CB1) en cerebro de rata 

(Herkenham et al., 1991). Las concentraciones más altas de sitios de unión al receptor 

cannabinoide están en los ganglios basales (estriado, sustancia negra y globo pálido), el 

hipocampo y el cerebelo, todas ellas regiones implicadas en el inicio y coordinación del 

movimiento. Esto concuerda con los bien caracterizados efectos del cannabinoide 9
∆-

tetrahidrocannabinol (∆9-THC) sobre la actividad motora en roedores. También está 

presente en la corteza cerebral y la amígdala, mientras que hay escasos niveles de 

expresión en el tronco cerebral, consistente con la ausencia de actividad cannabinoide 

en las funciones respiratorias y cardiovasculares.  

 

  El patrón de distribución del ARNm codificante para los receptores CB1 en el 

cerebro de rata es similar a la distribución de los sitios de unión de [3H]CP-55,940 pero 

con algunas discrepancias que pueden ser debidas a la translocación de las proteínas 

CB1 a través de los axones hacia sitios distales de los somas neuronales donde se 

transcriben los genes codificantes para los receptores CB1 (Matsuda et al., 1993).  

 

  En estudios inmunocitoquímicos se han ensayado anticuerpos para los receptores 

CB1 para poder estudiar la distribución de los mismos. Pettit et al. (1998) usaron 

anticuerpos para los aminoácidos 83-98 localizados en la región membranal de la cola 

N-terminal del receptor. Egertová et al. (2003) usaron anticuerpos con diana en el 

extremo C-terminal (aminoácidos 461-473) que forma su segmento más distal. Todos 

estos estudios revelaron un patrón de expresión que se corresponde con la distribución 

de los sitios de unión al receptor cannabinoide (Pettit et al., 1998; Tsou et al., 1998).  

 

  Todos estos estudios aportan evidencias de que el receptor CB1 es el máximo 

responsable mediador de los efectos de los cannabinoides en el cerebro. Esta teoría es 

apoyada por los estudios autorradiográficos en ratones KO para el receptor CB1 en los 

que no hay detección de sitios de unión para [3H]CP-55,940 (Zimmer et al., 1999). Sin 

embargo, estudios más recientes de unión de radioligandos cannabinoides en ratones 
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KO para el CB1 indican un receptor (no CB1/ CB2) que puede estar presente en cerebro 

(Di Marzo et al., 2000). De todos modos, en comparación con los datos existentes tanto 

de autorradiografía como datos inmunocitoquímicos, este posible nuevo receptor 

cannabinoide representaría un pequeño componente de los sitios de unión cannabinoide 

totales en cerebro de roedor. 

 

 

Farmacología del receptor CB1 

 

  El componente psicoactivo del cannabis, el ∆9-THC, fue purificado por Gaoni y 

Mechoulam en 1964 (Mechoulam et al., 1965), y desde entonces fue ampliamente 

utilizado en los estudios de unión de radioligandos a receptores cannabinoides, si bien 

presentaba numerosos problemas debido a la alta naturaleza lipofílica de la molécula. El 

punto clave del desarrollo de los estudios de unión de radioligandos llegó con el 

desarrollo de agonistas análogos de la molécula, menos lipofílicos como el CP-55,940 

(Devane et al., 1988). El descubrimiento del segundo receptor cannabinoide (Munro et 

al., 1993) hizo necesario el desarrollo de agonistas/antagonistas selectivos para ambos 

receptores, y así, se sintetizó el primer antagonista CB1, el SR141716A (rimonabant), 

que presentaba afinidad nanomolar por el receptor CB1, y solamente afinidad 

micromolar por el receptor CB2 en los estudios con radioligandos (Rinaldi-Carmona et 

al., 1994). Más tarde, se desarrolló el antagonista CB2 SR144528 que presentaba unas 

700 veces menos afinidad por el receptor CB1 que por el CB2 (Rinaldi-Carmona et al., 

1998). En todos esos años se ha seguido desarrollando tanto agonistas como el WIN 

55,512-2 y el HU-210, como antagonistas, como el AM281 o AM251.  

 

Muchos de los compuestos cannabinoides incrementan la disponibilidad sináptica 

de monoaminas en cerebro, cambios que pueden ser determinantes para la efectividad 

clínica de los antidepresivos. Así, se ha demostrado que la inyección de rimonabant 

incrementa el flujo de noradrenalina y serotonina en la corteza prefrontal media, el 

hipotálamo y el hipocampo de rata, y selectivamente el flujo de dopamina y acetilcolina 

en estas mismas regiones (Tzavara et al., 2001; Tzavara et al., 2003a y 2003b). Esta 

selectividad cortical sobre la dopamina también se ha observado con los antidepresivos 
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clásicos, incluyendo ISRSs, que también incrementan serotonina y noradrenalina en el 

cerebro (Bymaster et al., 2002). En experimentos de microdiálisis llevados a cabo en la 

rata, varios antagonistas CB1 (SLV319 y AVE1625) (Smith y Fathi, 2005) también 

incrementan la liberación de dopamina y acetilcolina cortical. El sentido de algunos de 

los efectos neuroquímicos inducidos por agonistas y antagonistas CB1 depende de la 

dosis: en varios experimentos, el antagonista rimonabant incrementa la liberación de 

acetilcolina en hipocampo de rata, pero también una baja dosis de un agonista CB1 tiene 

el mismo efecto en la misma región cerebral (Tzavara et al., 2003b). En definitiva, 

parece que, al igual que con los fármacos antidepresivos típicos, el incremento de la 

neurotransmisión mediado por monoaminas evocado por los antagonistas CB1 podría 

estabilizar una red de neurotransmisión implicada en el control de los procesos 

afectivos. Por otra parte, el eje HPA tiene un papel crucial en la regulación de la 

alteración del ánimo. Existe una regulación a la alta de niveles circulantes de hormonas 

glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores) en la depresión y en 

respuesta al estrés. Tras la estimulación de neuronas que contienen factor de liberación 

de corticotropina se ha visto una activación del eje HPA por mediación de los 

receptores CB1 (Rodríguez de Fonseca et al., 1995). Además, este aumento de 

corticotropina y corticosterona a través de estos receptores se atenuó tras la 

administración de rimonabant (González et al., 2004). Todos estos hallazgos anteriores 

sugieren un importante papel para el sistema endocannabinoide en la patofisiología de 

la depresión. 

 

 

Sistemas efectores y segundos mensajeros 

 

a) Modulación de la actividad adenilato ciclasa 

 

  La inhibición de la actividad de la adenilato ciclasa es la transducción de señales 

mejor conocida, y quizá la más importante dentro del rango de acciones que ejerce la 

activación del receptor CB1. Se describió en 1984 por Howlett y Fleming (1984) en 

células de neuroblastoma N18TG2. Esta respuesta fue bloqueada por toxina pertussis 

sugiriendo la implicación de proteínas Gi/o (Howlett et al., 1986). Desde entonces, la 
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inhibición de la actividad de esta enzima y la consecuente disminución en la producción 

de AMPc se ha descrito en numerosas ocasiones (Felder et al., 1993; Hillard et al., 

1999). Esta acción inhibitoria se ha descrito en rodajas de hipocampo, estriado, corteza 

cerebral y cerebelo de rata (Bidaut-Russell et al., 1990). Además, el WIN 55,212-2, el 

CP-55,940 y la anandamida inducen este efecto también en membranas de cerebelo 

(Childers et al., 1994). Se debe apuntar que el efecto contrario, el incremento de AMPc 

mediado por agonistas cannabinoides también se ha descrito, y que dicho efecto es 

inhibido tras la administración del antagonista AM281 (Busch et al., 2004), siendo estos 

aparentes efectos contradictorios debidos seguramente al tipo de isoenzima de adenilato 

ciclasa presente en cada tipo de tejido (Rhee et al., 1997). 

 

 

b) Modulación de quinasas 

 

  La cascada de las MAP quinasas es clave en los mecanismos regulatorios como 

crecimiento celular, transformación y apoptosis e incluye enzimas como Raf, MEK con 

el objetivo final de fosforilar y activar otras proteínas. Los receptores CB1 activan esta 

cascada de MAP quinasas. En astrocitos humanos U373MG y en células CHO, que 

expresan estos receptores, los agonistas HU-210 y CP-55,940 activan varias de estas 

MAP quinasas (Bouaboula et al., 1995) y estos efectos fueron sensibles a toxina 

pertussis y al rimonabant. In vivo, la administración aguda de ∆9-THC induce la 

activación de varias MAP quinasas en el hipocampo (Derkinderen et al., 2003) y el 

cerebelo (Rubino et al., 2004), y todos estos efectos se bloquean con la administración 

de rimonabant, sugiriendo la mediación del receptor CB1. El CP-55,940, el WIN 

55,212-2, la anandamida y el 2-AG también estimulan varias MAP quinasas en el 

hipocampo de rata, siendo bloqueado el efecto por rimonabant y mostrando estos 

agonistas un efecto negativo en el ratón KO para el receptor CB1 (Derkinderen et al., 

2001). 

  

  El mecanismo por el que los receptores CB1 activan varios tipos de MAP quinasas 

no está claro, aunque se descarta la mediación del receptor tirosina-quinasa, y se 

proponen otros sistemas de mediación como la activación del PI3K vía PKB, siendo 
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sensible esta activación al rimonabant (Gómez del Pulgar et al., 2000; Galve-Roperh et 

al., 2002). Otro posible mecanismo implicaría al mensajero ceramida (Sánchez et al., 

1998; Galve-Roperh et al., 2000). Concuerda con la hipótesis de la participación de esta 

cascada PI3K/PKB el hecho de que los antagonistas CB1 y CB2 inhiben la estimulación 

de esta vía. 

 

  Es de gran importancia reseñar los estudios de Derkinderen et al. (2003) en los 

que el ∆9-THC indujo la expresión de moléculas como el BDNF, proteínas c-fos, y 

krox-24, muy importantes en plasticidad sináptica, y como dicho efecto fue revertido 

tras el tratamiento mediante la inhibición de la cascada de las MAP quinasas, sugiriendo 

que la regulación genética mediante la activación de las MAP quinasas es un importante 

mecanismo fisiológico por el cual los cannabinoides modulan la plasticidad neuronal. 

 

 

c) Canales iónicos 

 

  Se cree que la inhibición de la liberación de neurotransmisores en sitios 

presinápticos inducidos por la activación del receptor cannabinoide es mediada por la 

modulación de canales iónicos dependientes de voltaje, si bien el mecanismo por el cual 

se produce este efecto es discutido en la literatura habiendo evidencias de la 

dependencia e independencia de la implicación de los receptores CB1. 

 

  Hay también evidencias en la literatura sobre la inhibición de canales de calcio 

tipo N que conducen a un descenso en el flujo de calcio, como se ve tras la 

administración de anandamida, WIN 55,212-2 y CP-55,940 (Mackie y Hille, 1992; 

Felder et al., 1993) y el que las proteínas Gi/o están implicadas. La anandamida inhibe 

canales tipo Q de calcio (Mackie et al., 1995), también vía proteínas Gi/o. El WIN 

55,212-2, la anandamida y el CP-55,940 inhiben canales N y P/Q de calcio (Twitchell et 

al., 1997). Los canales de calcio tipo L también son regulados por la acción de los 

cannabinoides como el WIN 55,212-2 (Gebremedhin et al., 1999). La anandamida 

inhibe también canales de calcio tipo T, aunque los cannabinoides sintéticos no han 

demostrado tener este efecto (Chemin et al., 2001).  
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  En células de hipocampo cultivadas, el WIN 55212-2 incrementa la actividad de 

los canales de potasio tipo A (Deadwyler et al., 1995) y disminuye la actividad de los 

canales de potasio de tipo D (Mu et al., 1999), así como los de tipo M (Schweitzer, 

2000). Con respecto a canales de sodio, se ha demostrado que la anandamida y el WIN 

55,212-2 inhiben su actividad en sinaptosomas de ratón (Nicholson et al., 2003).  Los 

cannabinoides son también capaces de activar canales GIRK como mecanismo para la 

inhibición de la liberación de neurotransmisores (Robbe et al., 2001). Además, García et 

al. (1998) demostraron que la activación de canales GIRK mediante WIN 55,212-2 

podría ser inhibida por la estimulación de PKC. El hallazgo de que una mutación en los 

receptores CB1 prevenía la habilidad de la PKC de interrumpir la activación del canal 

iónico sugirió que la fosforilación de las proteínas G acopladas al receptor podría inhibir 

esta actividad (García et al., 1998). Así pues, la estimulación de PKC puede ser un 

mecanismo para devolver la excitabilidad neuronal cuando los niveles de los 

endocannabinoides están elevados. 

 

 

 

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

depresión: estudios postmortem en humanos 

 

2.3.1. Receptores serotonérgicos y transportador de serotonina 

 

Con relación al receptor 5-HT1A, se han descrito cambios adaptativos tanto a nivel 

presináptico como postsináptico. Por lo que se refiere al núcleo dorsal del rafe, se ha 

observado un aumento de su densidad (Stockmeier et al., 1997) aunque parece estar 

restringido a los aspectos más rostrales (Boldroni et al., 2008). En lo que respecta a los 

receptores 5-HT1A postsinápticos, la información disponible es contradictoria, 

habiéndose observado incrementos o ausencia de cambios a nivel cortical en muestras 

postmortem (Arango et al., 1995), en áreas tan relevantes como la corteza prefrontal por 

ser una región implicada en la inhibición de la conducta (Bechara et al., 2000). Sin 

embargo, se describen reducciones de la densidad en estudios de neuroimagen en 

humanos (Sargent et al., 2000; Drevets et al., 2007). En otras áreas de proyección, como 
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el hipocampo, no se ven cambios claros en la densidad del receptor 5-HT1A (Dillon et 

al., 1991; Lowther et al., 1997; Stockmeier et al., 1997).  

 

En lo que respecta al receptor 5-HT1B, no hay datos concluyentes en la literatura 

sobre cambios en los niveles de expresión y/o funcionalidad en el cerebro de deprimidos 

suicidas.  

 

En cambio es mayoritariamente asumida la presencia de cambios adaptativos en la 

densidad del receptor 5-HT2A (regulación a alta o up-regulation) en deprimidos suicidas 

en áreas como la corteza frontal o la amígdala (Arango et al., 1990), indicando que estos 

receptores están incrementados en la depresión (Mundunkotuwa, 1996); además, la 

mayoría de los antidepresivos, administrados crónicamente, disminuye el número de 

receptores 5-HT2A en el animal de experimentación y en los pacientes deprimidos 

(Goodwin et al., 1984; Peroutka y Snyder, 1980).  

 

  En cuanto al transportador de serotonina (5-HTT), hay estudios en pacientes con 

síntomas recientes de episodios depresivos que demuestran la ausencia de cambios en la 

densidad del 5-HTT en el rafe dorsal y en el locus coeruleus (Bligh-Glover et al, 2000; 

Klimek et al., 2003). En áreas de proyección serotonérgica, como la corteza prefrontal 

se ha descrito tanto una disminución como ausencia de cambios en la densidad del 5-

HTT (Perry et al., 1983; Austin et al., 2002). Sin embargo, los hallazgos en muestras 

postmortem deben ser tomados con cautela por la heterogeneidad de los casos incluidos: 

variabilidad en el estadío clínico de la depresión mayor, presencia de otros trastornos 

psiquiátricos como la enfermedad bipolar, así como presencia o ausencia de tratamiento 

antidepresivo (Stockmeier, 1997; Meyer, 2007).  

 

 

2.3.2. Sistema endocannabinoide: receptor CB1 

 

Estudios postmortem en muestras cerebrales de deprimidos y estudios genéticos 

han sugerido una relación entre estos receptores y los trastornos afectivos.  Los niveles 

de expresión del receptor CB1 y su función están incrementados en la corteza prefrontal 
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de pacientes deprimidos y alcohólicos suicidas (Hungund et al., 2004), más que en 

alcohólicos per se (Vinod et al., 2005). Aunque aún no es posible interpretar en detalle 

las causas o consecuencias del incremento de la señalización CB1 en deprimidos, es 

evidente que este hallazgo apoya la participación del sistema endocannabinoide en la 

patogenia de esta enfermedad. Por otro lado, se han descrito varios polimorfismos 

correspondientes al receptor CB1 (CNR1) (Zhang et al., 2004). El uso crónico del 

cannabis también parece estar asociado con reducciones en la actividad neuronal en 

regiones corticales frontales que son cruciales para la depresión y el aprendizaje (Gruber 

y Yurgelun-Todd, 2005). Otras evidencias de la posible implicación del sistema 

endocannabinoide en la depresión se derivan de la observación de que el tratamiento 

con fármacos antidepresivos modula la actividad del receptor CB1 (Hill et al., 2006a y 

2008), así como de la existencia de un estado comportamental “pseudodepresivo” en los 

animales knockout para este receptor (Martin et al., 2002).  

   

Basándose en los hallazgos neuroquímicos, se hipotetizó que antagonistas como el 

rimonabant, el AM251 y otros (Gatley et al., 1996), deberían presentar efectos 

beneficiosos en diversos tests antidepresivos. Hay evidencias confirmatorias sobre la 

implicación de los receptores CB1 en los efectos antidepresivos del rimonabant y del 

AM251 en diversos test de depresión como el test de la suspensión de la cola o el de la 

natación forzada (Tzavara et al., 2003a; Sherman et al., 2003; Griebel et al., 2005). Un 

dato crucial para la demostración de la eficacia antidepresiva de estos antagonistas es 

que el ratón KO para los receptores CB1 no presenta los efectos antidepresivos tras la 

administración de AM251 (Witkin et al, 2005). 

 

 

2.3.3. Interrelación entre los sistemas endocannabinoide y serotonérgico: implicación 

en la neurobiología y tratamiento de la depresión 

 

Hay varias evidencias preclínicas sobre la modulación de la neurotransmisión 

serotonérgica por el sistema endocannabinoide: hay receptores CB1 y enzimas que 

regulan los niveles cerebrales de anandamida (FAAH) en el núcleo dorsal del rafe 

(DRN) del cerebro de ratón (Egertová et al. 2003), origen de las vías serotonérgicas; los 
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cannabinoides producen efectos conductuales similares a los antidepresivos activando 

las neuronas serotonérgicas del rafe dorsal (Bambico et al. 2007); la acción de los 

agonistas CB1 incrementa la tasa de descarga de las neuronas serotonérgicas del rafe 

dorsal (Gobbi et al. 2005), suprime la liberación de serotonina en la corteza cerebral de 

ratón (Nakazi et al. 2000) y bloquea la recaptación de serotonina en la corteza cerebral 

de rata (Banerjee et al. 1975) mientras que los antagonistas CB1 estimulan la liberación 

de serotonina en la corteza prefrontal de rata (Tzavara et al. 2003a). El tratamiento 

crónico con cannabinoides parece regular a la alta la actividad del receptor 5-HT2A 

mientras que regula a la baja la actividad del receptor 5-HT1A en cerebro de rata, un 

fenómeno similar al que se observa en la depresión (Hill et al. 2006b); también se ha 

encontrado un descenso en la funcionalidad de los receptores 5-HT1A y 5-HT2A/C en 

ratones knockout del receptor CB1 que exhiben un fenotipo tipo depresivo (Mato et al. 

2007).  

 

Por otro lado, existen evidencias sobre la modulación de la actividad cannabinoide 

mediante la manipulación farmacológica de la transmisión serotonérgica en el cerebro, 

casi todas provienen precisamente de estudios realizados tras la administración de 

antidepresivos. El tratamiento agudo con fluoxetina modula la hipotermia inducida por 
9
∆-tetrahidrocannabinol en la rata (Malone y Taylor, 1998), un efecto en el cual parece 

que están implicados los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A (Malone y Taylor 

2001). El tratamiento crónico con fluoxetina disminuye la expresión de genes 

codificantes para el receptor CB1 en el caudado-putamen (Oliva et al. 2005) del cerebro 

de rata, y el tratamiento crónico con citalopram disminuye el acoplamiento a proteínas 

G mediado por receptores cannabinoides CB1 en el hipotálamo y el hipocampo de rata, 

dos áreas muy importantes en el control de la función neuroendocrina y anímica 

(Hesketh et al. 2008); sin embargo, la administración crónica del antidepresivo 

desipramina, un fármaco que no actúa a través de la inhibición selectiva de la 

recaptación de serotonina, induce un incremento de la densidad del receptor CB1 en el 

hipocampo y el hipotálamo del cerebro de rata (Hill et al. 2006a).  
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3. Mecanismo de acción de los antidepresivos 

 

3.1. Generalidades 

 

  Mucho de lo que se sabe sobre la patofisiología de la depresión se ha descubierto 

gracias el estudio del mecanismo de acción de los antidepresivos. Sin embargo, el 

desarrollo de estos fármacos ha sido largo, a veces casual, y la etiología exacta de la 

depresión continúa siendo desconocida. Los primeros agentes descubiertos en los años 

cincuenta del siglo pasado incluyen antidepresivos tricíclicos (TCAs) e inhibidores de la 

monoamino oxidasa (IMAOs). La eficacia antidepresiva de los TCAs, que fue la piedra 

angular de los tratamientos hasta los años noventa, se basa en su habilidad para modular 

la transmisión sináptica de noradrenalina y serotonina. En particular, la clomipramina, 

que inhibe la recaptación de la serotonina directamente y la noradrenalina a través de 

uno de sus metabolitos, ha probado ser más efectiva que los inhibidores selectivos de la 

recaptación de serotonina (ISRSs) en la depresión mayor (Vestergaard et al., 1993; 

Gram  2008). Sin embargo, mientras que estos agentes no selectivos son antidepresivos 

efectivos, su utilidad se ha visto limitada por los efectos anticolinérgicos y 

cardiovasculares adversos asociados a estos mismos compuestos. Los IMAOs están 

asociados con hipertensión y con interacciones con otros fármacos, y a consecuencia de 

ello, generalmente no son utilizados (Feighner, 1999). La pobre tolerabilidad y los 

riesgos asociados con estos antidepresivos han llevado a la búsqueda de agentes más 

selectivos. 

 

Al comienzo del desarrollo de nuevos fármacos antidepresivos, hubo mucho 

interés en el sistema serotonérgico, y en su asociación con la patofisiología y 

tratamiento de la depresión. Esto condujo a la introducción en esos años de los ISRSs, 

que dominaron el campo del tratamiento de la depresión en la década de los 80. Ya que 

estos compuestos demostraron poca o ninguna afinidad por los α-adrenoceptores del 

sistema noradrenérgico, como tampoco por los receptores muscarínicos colinérgicos, o 

receptores de histamina, presentaban muchos menos efectos adversos que los 

típicamente asociados a los TCAs (Peretti et al., 2000). Sin embargo, la habilidad de 

varios fármacos de este tipo para inhibir diversas enzimas del citocromo P450, hace 
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incrementar las posibles interacciones con otros fármacos (Ereshefsky, 1996). Aún así, 

los ISRSs han sido ampliamente usados para el tratamiento de trastornos afectivos, 

aunque están asociados con un comienzo de acción lento, lo que es una limitación para 

la adecuada eficacia clínica en el tratamiento de la depresión mayor (Feighner, 1999). 

De hecho, la búsqueda ha continuado y continúa para diseñar y desarrollar nuevos 

fármacos con la esperanza de encontrar fármacos con una eficacia más alta y sobre todo 

con un comienzo de acción más rápido. Debido a las múltiples evidencias sobre la 

implicación de ambos sistemas, serotonérgico y noradrenérgico, en la etiología de la 

depresión (Delgado y Moreno, 2000), se han introducido un amplio rango de 

antidepresivos que actúan sobre ellos, como la venlafaxina, nefazodona, mirtazapina y 

reboxetina (Kent et al., 2000).  Por ejemplo, la venlafaxina es la primera de una nueva 

clase de fármacos conocidos como inhibidores duales de la recaptación de serotonina y 

noradrenalina (SNRIs), bloqueando los transportadores de ambas aminas; la nefazodona 

es un antagonista potente de los receptores 5-HT2 y 5-HT3; y, la reboxetina es un 

inhibidor selectivo de la recaptación de noradrenalina (Stahl, 1998). 

 

De cualquier manera, el gran reto que afecta al desarrollo de nuevos fármacos con 

potencialidad antidepresiva consiste en lograr superar las hipótesis monoaminérgicas, y 

lograr moléculas cuyo mecanismo de acción se base en los múltiples hallazgos que en 

los últimos años han relacionado a la depresión con la alteración de otros sistemas 

(peptidérgicos, aminoacídicos, mecanismos de señalización intracelular) (Adell et al., 

2005; Mathew et al., 2008). Aunque el trabajo en este sentido está siendo muy intenso, 

hasta ahora no ha llegado todavía a la clínica ninguna molécula de este tipo: la 

investigación llevada a cabo sobre fármacos antagonistas de neuroquininas (sustancia P) 

y sobre antagonistas de receptor CRF (Nemeroff y Vale, 2005) son dos buenos ejemplos 

de ello: en el primer caso, la ausencia clara de eficacia ha dado lugar a que el trabajo en 

este ámbito se haya ralentizado en los últimos años (McLean, 2005); en el segundo 

caso, tampoco se ha llegado todavía a desarrollar ninguna molécula que haya alcanzado 

ya con éxito la fase III de ensayo clínico. Esta situación ilustra la dificultad de conseguir 

nuevas aproximaciones terapéuticas alejadas de la serotonina y la noradrenalina, aunque 

las modernas teorías neurogenéticas invitan a ser relativamente optimistas de cara al 

futuro. 
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3.2. Modos de acción de los antidepresivos 

 

  La evolución sobre el desarrollo de nuevos antidepresivos, como los ISRSs, y los 

SNRIs, y los conocimientos adquiridos sobre su mecanismo de acción, han ayudado a 

establecer conceptos claros como el que la serotonina y la noradrenalina juegan un 

papel decisivo en la patofisiología de la depresión. De hecho, los pacientes con 

depresión mayor tratados con estos agentes mejoran tras el tratamiento crónico 

(Delgado, 2000). Aunque la serotonina y la noradrenalina tienen acciones 

independientes, no deberían ser consideradas como aisladas la una de la otra, ya que los 

dos sistemas están, de hecho, íntimamente conectados en el sistema nervioso central 

(Gorman y Sullivan, 2000). Del locus coeruleus surgen proyecciones noradrenérgicas 

que están relacionadas con proyecciones serotonérgicas cuyos cuerpos neuronales están 

en el rafe mediano y dorsal, y activan las mismas cascadas de señalización 

intracelulares (Duman et al., 1999). Por otro lado, ambos sistemas proyectan 

generalmente a las mismas zonas cerebrales en paralelo, y comparten sistemas efectores 

en sus dianas postsinápticas. No se ha descubierto aún un mecanismo de acción sencillo 

para todos los antidepresivos, y no parece que exista debido a la complejidad y 

heterogeneidad natural de la enfermedad (Richelson, 1997).  

 

  Hoy día hay tres vías farmacológicas que se usan con objeto de restaurar el 

balance monoaminérgico: inhibición de la recaptación de monoaminas, bloqueo de 

autorreceptores, e inhibición de enzimas que degradan monoaminas, particularmente la 

monoamino oxidasa (Richelson, 1997). El efecto final de cada uno de estos mecanismos 

de acción es incrementar la concentración de las monoaminas serotonina y 

noradrenalina disponibles a nivel sináptico para que actúen sobre sus receptores 

postsinápticos. Debido a que se conoce mucho mejor la modulación presináptica de la 

actividad de estas monoaminas que sus sistemas efectores, la mayoría de los 

tratamientos antidepresivos actúa preferentemente a ese nivel presináptico de ambos 

sistemas de neurotransmisión. 
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Figura 3. Esquema ilustrativo de la neurotransmisión serotonérgica. Los autorreceptores 
somatodendríticos y del terminal sináptico así como el transportador de 5-HT controlan la 
actividad de la neurona presináptica. En la neurona postsináptica se indican los distintos 
subtipos de receptores serotonérgicos. Todos estos sitios son lugares potenciales de 
actuación y de modulación de los antidepresivos.  

 
 
 
 

3.2.1. Inhibición de la recaptación: bloqueo del transportador de 5-HT 

 

  Este modo de acción de los antidepresivos implica la inhibición o el bloqueo de 

los transportadores responsables de la recaptación de las monoaminas, lo que se suele 

conocer como inhibidores de la recaptación. Cuando llega un potencial de acción a la 

terminal nerviosa se produce una liberación de neurotransmisores en el espacio 

sináptico, donde se une a sus receptores pre y postsinápticos. En estado normal, el 

exceso de neurotransmisor (la cantidad de neurotransmisor disponible que no se une al 

receptor postsináptico) se transporta activamente de regreso a la terminal nerviosa, 

donde se almacena en vesículas para la liberación del siguiente impulso nervioso. Se 

asume que una inhibición del transportador puede mejorar significativamente la 

neurotransmisión (Richelson, 1997).  

 

  Esta acción que incrementa la efectividad postsináptica del neurotransmisor es el 

mecanismo de acción de la mayor parte de antidepresivos actualmente disponibles. Sin 
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embargo, este modelo simple de mejora de la neurotransmisión podría tener más 

limitaciones de las que puede parecer en un principio. La administración crónica de 

estos fármacos puede resultar en un mecanismo compensatorio que, a la larga, module 

su eficacia. El bloqueo de la recaptación del neurotransmisor puede llevar a cambios 

compensatorios homeostáticos en la sensibilidad (lo que se conoce como 

desensibilización) y/o a cambios en la densidad de sus receptores postsinápticos (lo que 

se conoce como regulación a la baja del receptor o downregulation), a consecuencia de 

un incremento de la concentración sináptica del neurotransmisor. Por lo tanto, la 

inhibición crónica de la recaptación de serotonina puede llevar a la regulación a la baja 

de los receptores serotonérgicos postsinápticos. Aunque no se comprende en su 

totalidad, se ha postulado que la regulación a la baja de dichos receptores postsinápticos 

podría contribuir a la pérdida de los efectos terapéuticos observada tras el tratamiento 

crónico con algunos antidepresivos (Byrne y Rothschield, 1998). 

 

 

3.2.2. Bloqueo de autorreceptores 

 

  Además de los efectos postsinápticos que acabamos de mencionar, los 

neurotransmisores también se unen a los receptores presinápticos que inhiben su propia 

liberación, limitando los niveles sinápticos de neurotransmisor. En el caso de la 

serotonina, los receptores somatodendríticos 5-HT1A presinápticos (denominados 

autorreceptores) inhiben su liberación por reducir la tasa de descarga o actividad 

eléctrica neuronal (Sprouse y Aghajanian, 1987). Sin embargo, una exposición crónica a 

esos niveles incrementados de serotonina, eventualmente produce la desensibilización 

del autorreceptor 5-HT1A, resultando, por tanto, en una mejora de la liberación de 

serotonina a nivel de los terminales serotonérgicos en las áreas de proyección (Blier y 

Montigny, 1990). El retardo en la acción terapéutica que se ve con los ISRSs se cree 

que está asociado, en parte, con esa activación compensatoria de los autorreceptores 5-

HT1A en los núcleos del rafe y el tiempo que se tarda para que ocurra esa regulación a la 

baja y/o desensibilización de esos autorreceptores. También los receptores presinápticos 

5-HT1B/D que están presentes en las terminales nerviosas contribuyen a la 

autorregulación de la actividad serotonérgica. El tratamiento crónico con algunos 
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antidepresivos se ha visto que también causaría la regulación a la baja de estos 

receptores (Blier y Montigny, 1994). 

 

El receptor α2-adrenérgico es el autorreceptor que modula la liberación de 

noradrenalina desde las terminales nerviosas noradrenérgicas (Richelson, 1997). De 

forma similar a lo descrito para los autorreceptores 5-HT1A y la serotonina, la 

estimulación de estos receptores α2-adrenérgicos inhibe la liberación de noradrenalina. 

El tratamiento crónico con fármacos produce una atenuación gradual de este mecanismo 

inhibitorio de retroalimentación, posiblemente como resultado de la desensibilización 

de dichos autorreceptores (Lacroix et al., 1991). De hecho otro antidepresivo, la 

reboxetina, que actúa como inhibidor selectivo de la recaptación de noradrenalina 

también produce una desensibilización funcional de estos autorreceptores adrenérgicos 

(Inverizzi, 2001); sin embargo, no todos los antidepresivos causan desensibilización 

funcional de los autorreceptores adrenérgicos somatodendríticos, así pues es difícil 

asignar una importancia concreta a este fenómeno en la eficacia de los antidepresivos. 

Otros adrenoceptores pueden ser alterados en respuesta a la terapia crónica 

antidepresiva: por ejemplo, se ha observado una regulación a la baja de los β-

adrenoceptores y una regulación a la alta de los α-adrenoceptores (Baker y Greenshaw, 

1989). En este contexto y con independencia de los cambios a largo plazo en los 

adrenoceptores centrales, hay estudios clínicos que sugieren que cambios en la 

disponibilidad de los niveles de catecolaminas centrales podrían influenciar 

significativamente la eficacia de los antidepresivos (Delgado et al., 1993). 

 

Existen estudios del grupo de Artigas en los que la coadministración de pindolol, 

un antagonista parcial β-adrenérgico/5-HT1A, acelera el inicio de la acción de varios 

antidepresivos (Artigas et al., 1996). Desde entonces, se ha usado en numerosos 

experimentos para analizar el mecanismo exacto de este efecto, y así poder mejorar la 

respuesta clínica en pacientes resistentes a diversos tratamientos. El pindolol se usó 

inicialmente por su habilidad para bloquear las respuestas inhibitorias mediadas por el 

receptor 5-HT1A y por mejorar los efectos neuroquímicos de los ISRSs. Sin embargo, 

estudios posteriores indican que las propiedades y los efectos inducidos por este 

compuesto son  complejos y que es necesario el continuar investigando con más detalle 
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la utilidad y eficacia de su coadministración a pacientes deprimidos en tratamiento 

antidepresivo (Artigas et al., 2006). 

 

 

3.2.3. Bloqueo de receptores postsinápticos 

 

  Un mecanismo de acción alternativo de algunos antidepresivos es el bloqueo de 

receptores postsinápticos. La nefazodona es antagonista de los receptores postsinápticos 

5-HT2A potente y relativamente selectivo; además tiene una actividad moderada como 

inhibidor de la recaptación de serotonina y noradrenalina (aunque la inhibición de la 

recaptación de noradrenalina no parece contribuir a su eficacia clínica).  

 

  Se ha demostrado que el bloqueo de los receptores 5-HT2A mejoraría la 

funcionalidad de los receptores 5-HT1A (Cowen et al., 1987). Además, al igual que lo 

observado con los inhibidores de la recaptación, el tratamiento crónico con nefazodona 

regula a la baja los receptores 5-HT2A y los β1-adrenoceptores, una acción que 

incrementaría la activación de los receptores 5-HT1A postsinápticos. 

 

 

3.2.4. Inhibición de la monoamino oxidasa 

 

  La serotonina y la noradrenalina son metabolizadas por la monoamino-oxidasa A 

(MAO-A) mitocondrial. Los fármacos que inhiben el metabolismo de la MAO  

(IMAOs) producen una elevación en las concentraciones extracelulares (sinápticas) de 

monoaminas tales como la serotonina, la noradrenalina y la dopamina, lo que resultaría 

en la acción antidepresiva.  

 

  Después del incremento inicial en las monoaminas extracelulares ocurren cambios 

adaptativos, similares a aquellos asociados a los ISRSs, como son la desensibilización 

y/o la regulación a la baja de varios receptores monoaminérgicos (Blier y Montigny, 

1994; Baker y Greenshaw, 1989). 
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3.2.5. Efectos de la inhibición de la recaptación de serotonina y noradrenalina 

 

  A dosis clínicamente relevantes, los ISRSs incrementan las concentraciones 

extracelulares de serotonina en los núcleos del rafe. Hemos comentado que la activación 

de los autorreceptores 5-HT1A somatodendríticos por la propia serotonina pone en 

marcha la retroalimentación negativa limitando así el incremento de la serotonina en la 

sinapsis, lo que resultará en una disminución de la liberación de serotonina por las 

terminaciones nerviosas. Este fenómeno es el causante del retardo en la eficacia clínica 

de estos antidepresivos, pues limita significativamente los incrementos de serotonina 

inducidos por el antidepresivo: grandes dosis de ISRSs causarían pequeños incrementos 

de serotonina extracelular en varias áreas cerebrales (Romero y Artigas, 1997; Hervás y 

Artigas, 1998). Estudios preclínicos han demostrado que la administración sistemática 

de paroxetina y fluoxetina (3-10 mg/kg) provoca un incremento limitado de la 

serotonina central. El bloqueo de los autorreceptores 5-HT1A con antagonistas selectivos 

ha demostrado mejorar significativamente los efectos negativos de estos ISRSs 

previniendo la retroalimentación negativa de la inhibición de serotonina (Romero y 

Artigas, 1997). Así pues, podría ser posible mejorar la eficacia de los ISRSs y reducir el 

retardo en la mejora clínica de los pacientes con ayuda de la coadministración de 

agentes como el pindolol o nuevos antagonistas selectivos que bloqueen los 

autorreceptores 5-HT1A: estudios clínicos parecen demostrar una reducción en el tiempo 

necesario para el inicio de la acción antidepresiva y una rápida mejoría en algunos 

pacientes resistentes a tratamientos (Artigas y Celada, 2001). De todos modos, hemos 

comentado que las propiedades y los efectos inducidos por compuestos como el 

pindolol son  complejos y que es necesario el continuar investigando con más detalle la 

utilidad y eficacia de su coadministración a pacientes deprimidos en tratamiento 

antidepresivo (Artigas et al., 2006). 

 

La venlafaxina es un inhibidor dual de la recaptación de monoaminas que bloquea, 

por tanto, la recaptación de serotonina y noradrenalina, y que parece inducir una 

respuesta más rápida que la de los ISRSs (Montgomery, 1995). Con respecto al bloqueo 

de la recaptación de serotonina, la venlafaxina se comporta como un ISRS, e inhibe 

potentemente la descarga del rafe dorsal a través de la activación de los receptores 5-
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HT1A a no ser que la venlafaxina se administre en combinación con WAY 100635 

(Dawson, 1999), antagonista del receptor 5-HT1A; en ese caso, ocurre un incremento 

dosis-dependiente perfectamente claro en la concentración sináptica de serotonina a 

nivel terminal de las vías serotonérgicas. Datos clínicos sugieren que la respuesta al 

tratamiento con venlafaxina exhibe una relación positiva dosis-respuesta (Kelsey, 1996) 

a diferencia de lo que parece observarse con las dosis crecientes de ISRSs. Como 

consecuencia, se puede decir que la venlafaxina ofrece gran flexibilidad en el 

tratamiento de la depresión. De forma similar, hay estudios que sugieren que el 

tratamiento de la depresión mayor con una combinación de desipramina y fluoxetina 

resulta en una desaparición de todos los síntomas en cuatro semanas en una gran 

proporción de pacientes, un efecto mucho mayor que con la sola administración de 

desipramina. Todos estos datos sugieren un gran beneficio terapéutico en el tratamiento 

con antidepresivos cuando se inhiben tanto el sistema serotonérgico como el 

noradrenérgico (Nelson, 1991). 

 

 

 

4. Bulbectomía olfatoria bilateral en la rata como un modelo animal de 

depresión crónica 

 

  Aunque está ampliamente reconocido que los modelos animales de trastornos 

afectivos no son completamente congruentes con la condición humana, está aceptado 

que hay una serie de criterios mínimos que un modelo animal debe cumplir para estar 

validado como modelo de depresión animal.  En resumen, estos modelos animales 

deben asemejarse a la condición humana en varios aspectos (McKinney y Bunney, 

1969) incluyendo: 

 

1. Similitud fenomenológica entre la conducta exhibida por el modelo animal y 

los síntomas específicos de la condición humana (validez aparente) 

2. Atenuación de los síntomas mediante tratamientos efectivos en humanos 

(validez predictiva) 
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3. Aparición de los síntomas en el animal tras sucesos comparables que 

desarrollen la enfermedad en humanos (validez etiológica) 

4. Implicación de procesos neuroquímicos similares (validez constructiva) 

 

Nos centraremos en este estudio en un modelo crónico de depresión, ya que en el 

tratamiento clínico de la depresión se tardan varias semanas en observarse los efectos 

terapéuticos de los antidepresivos; por el contrario, en los modelos animales agudos de 

depresión la actividad antidepresiva se detecta inmediatamente después de la 

administración aguda y única del antidepresivo. El modelo elegido no sólo debe tener 

validez aparente probada, sino que debe mantenerse en ese estado “anormal” durante un 

prolongado período de tiempo, durante el cual va a administrarse el fármaco 

antidepresivo para poder comprobar así la validez predictiva del modelo así como para 

poder estudiar su posible validez constructiva.  

 

La experimentación y el estudio del mecanismo de acción antidepresiva en un 

buen modelo de depresión animal no sólo son de gran utilidad de cara a las pruebas 

tradicionales de antidepresivos conocidos, sino que puede ser una herramienta 

fundamental para el descubrimiento de nuevos antidepresivos.  

 

El modelo en el que centramos nuestro estudio es el modelo de la bulbectomía 

olfatoria bilateral en la rata Sprague-Dawley, que se acerca bastante al cumplimiento de 

todos los criterios necesarios para ser considerado un buen modelo animal de depresión. 

Este modelo se caracteriza metodológicamente por la ablación de los lóbulos olfatorios 

de la rata, causando una serie de cambios de diversa índole (conductuales, 

neuroquímicos, inmunológicos, estructurales…) que describiremos más adelante. 

 

 

4.1. Anatomía del sistema olfatorio en la rata 

 

  Los bulbos olfatorios son extensiones bilaterales del telencéfalo rostral y 

constituyen un 4 % de la masa total del cerebro en una individuo adulto (Cain, 1974). 

La ablación de los bulbos supone un impacto grave en las funciones cerebrales debido a 
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la gran cantidad de conexiones eferentes con áreas meso y subcorticales, y que no son 

debidas solamente a la anosmia producida. Además se producen cambios muy 

importantes consecuencia de la degeneración anterógrada y retrógada neuronal en áreas 

relacionadas con los bulbos (Schoenfeld y Hamilton, 1977). A nivel celular, estos 

cambios se traducen en alteraciones en el número y la función sináptica, en los brotes  

neuronales, en las espinas dendríticas y una denervación general (Van Riezen y 

Leonard, 1990). Se ha postulado por Duman que cambios neurodegenerativos 

cualitativamente similares ocurren en pacientes con depresión mayor (Duman et al., 

2000 y 2001). 

 

La rata posee dos órganos quimiorreceptores en la cavidad nasal, siendo el 

primero el epitelio olfatorio que envía axones al bulbo olfatorio principal y al órgano 

vomeronasal, que es el segundo órgano quimiorreceptor, que a su vez envía 

proyecciones al bulbo olfatorio accesorio. Hay dos regiones anatómicamente bien 

diferenciadas en el bulbo olfatorio principal, región de células de la capa exterior e 

interior respectivamente. La capa o región más externa se compone de células que son 

principalmente dopaminérgicas y GABAérgicas. La capa más interna se compone 

principalmente de células que incluyen neuronas serotonérgicas, colinérgicas, 

noradrenérgicas, y neuronas que contienen encefalinas y sustancia “P” (Halasz y 

Shepherd, 1983). Las células mitrales del bulbo olfatorio principal proyectan a núcleos 

más centrales, como la corteza piriforme posterior, la amígdala (regiones anteriores y 

posterolaterales de los núcleos corticales), y la corteza entorrinal (Haberly y Prize, 

1977). Estas proyectan a regiones rostrales como la corteza piriforme anterior (Haberly 

y Prize, 1977; Brunjes, 1992). Por su parte, proyecciones de los núcleos olfatorios 

accesorios incluyen el tracto olfatorio dorsal, la amígdala (regiones mediales y 

posteriomediales de los núcleos corticales) y el bed nucleus stria terminalis (BNST) 

(Leonard y Tuite, 1981).  

 

Las fibras del bulbo olfatorio principal proyectan al tracto olfatorio lateral a través 

del bulbo olfatorio accesorio, por tanto una lesión en los bulbos olfatorios accesorios 

afectarán irremediablemente al bulbo olfatorio principal. 

 



Introducción 

 57 
 

 

 

Figura 4. Diagrama de las conexiones anatómicas entre los bulbos olfatorios y otras regiones cerebrales. 
VNO, órgano vomeronasal; MOB, bulbo olfatorio principal; AOB, bulbo olfatorio accesorio; DOT, tracto 
olfatorio dorsal; AON, núcleo anterior olfatorio; Pir, corteza piriforme; ACo, corteza amigdalar; PLCo, 
núcleo posterolateral cortical de la amígdala; APir, corteza piriforme anterior;; Ent, corteza entorrinal; me, 
núcleo medial de la amígdala; Pmco, corteza periamigdalina; BNST, bed nucleus stria terminalis; MFB, 
mesencéfalo medial. Tomado de Song y Leonard (2005). 
 

 

Se ha propuesto que los núcleos superficiales de la amígdala son un sitio muy 

relevante para la integración sensorial olfatoria-no olfatoria. Dentro de la misma 

amígdala, las áreas que reciben inervación tanto del bulbo olfatorio principal como 

accesorio están estrechamente conectadas (McDonald, 1992). Las regiones a su vez 
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inervadas por la amígdala son de especial importancia. El BNST está considerado como 

una extensión  de los núcleos mediales y centrales de la amígdala debido a su estructura 

similar (Amaral et al., 1992). Otras dianas de los núcleos mediales a través del BNST 

son el hipotálamo medial, el anterior y el ventromedial, así como el área preóptica 

media. Los núcleos centrales, también vía BNST conectan con el núcleo accumbens, el 

caudado putamen y el hipotálamo (Alheid et al., 1998). Junto a estas proyecciones, el 

componente dorsal del BNST proyecta a los núcleos del septo lateral y a las áreas 

olfatorias El componente ventral también conecta a las áreas hipotalámicas y preópticas.  

 

Otra área que recibe conexiones de los bulbos olfatorios es el mesencéfalo medial 

(MFB), que está estrechamente relacionada con el BNST, y es la mayor fuente de 

terminales noradrenérgicas y serotonérgicas del bulbo olfatorio (Van Riezen y Leonard, 

1990). Axones que se originan en los núcleos anteriores olfatorios, en el tubérculo 

olfatorio y en la corteza piriforme, terminan en la porción ventral del MFB (Powell et 

al., 1965). Muchos de estos axones entran en el MFB vía amígdala y continúan en el 

mesencéfalo dorsal. EL MFB dorsal recibe conexiones del hipocampo, el septo, los 

núcleos de Broca, la corteza frontal y el núcleo accumbens (Millhouse, 1969). 

 

  Así pues, se produce una denervación, al menos parcial, en todas estas regiones 

tras la lesión producida por la bulbectomía. Resultan dañadas aferencias colinérgicas y 

GABAérgicas que proyectan desde el área de Broca,  proyecciones serotonérgicas desde 

el rafe (Cairncross et al., 1979), lo que concuerdan con la pérdida de neuronas del rafe 

que se detecta tras la bulbectomía (Nesterova et al., 1997), así como aferencias 

noradrenérgicas que proceden del locus coeruleus (Shipley et al., 1985).  

 

  Evidentemente, muchas áreas inervadas desde el bulbo resultan dañadas tras la 

bulbectomía como pueden ser la corteza, el hipocampo, la amígdala, y los ya citados 

núcleos locus coeruleus y rafe dorsal. 
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Figura 5. Esquema ilustrativo de las aferencias y eferencias de los bulbos olfatorios. ACh, 
acetilcolina; AON, núcleo olfatorio anterior;  DA, dopamina; Entor, córtex, corteza entorrinal; 
Glut, glutamato; H.l.d.b.b., límbo horizontal de la banda diagonal de Broca; HIS, histamina; 
Hypo, hipotálamo; Locus c. locus coeruleus; Mamm. Cuerpos mamilares; NA, noradrenalina; 
Nucleus acc., núcleos accumbens; Sub. Nigra, substantia nigra; Ventral teg, area, área tegmental 
ventral 

 

 

 

4.2. Cambios en los sistemas de neurotransmisión en la rata bulbectomizada 

 

4.2.1. Sistema serotonérgico 

 

  Está ampliamente aceptado que un defecto en la función serotonérgica juega un 

papel fundamental en la psicopatología de la depresión. El hallazgo de que tanto la 

serotonina como su metabolito principal están reducidos en el cerebro de la rata 

bulbectomizada es de gran relevancia y muy similar a lo descrito en los primeros 

estudios en el LCR de humanos deprimidos. (Jancsar y Leonard, 1984; Lumia et al., 

1992). Connor et al. (1999) han demostrado que la liberación del metabolito principal 



Introducción 

 60 
 

de la serotonina, el ácido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA) del núcleo accumbens esta 

reducida tras la bulbectomía. Las disfunciones en el sistema serotonérgico son más 

aparentes en la corteza amigdaloide, la corteza frontal y el cerebro medio (Redmond et 

al., 1997). Además, estas alteraciones son revertidas tras el tratamiento crónico con 

antidepresivos (Song y Leonard, 1995).  

 

  Hay evidencias histológicas de una hiperinervación de las fibras serotonérgicas de 

la corteza frontal tras la bulbectomía (Zhou et al., 1998), una reducción en las 

concentraciones de serotonina así como un incremento compensatorio en la actividad 

triptófano-hidroxilasa, en la expresión del 5-HTT y en el número de receptores 5HT2A 

(Huether et al., 1997; Grecksch et al., 1997). Se ha encontrado en las ratas 

bulbectomizadas una reducción en la recaptación de serotonina tritiada en plaquetas, 

revertida tras el tratamiento crónico con desipramina o sertralina. También se ha 

detectado un incremento en la densidad de los receptores 5-HT2A en las membranas de 

plaquetas, aunque presentaban una respuesta reducida a los efectos estimulantes de la 

serotonina exógena (Butler et al., 1988). Todos estos cambios se normalizan tras el 

tratamiento crónico con antidepresivos. Además, estos cambios en el sistema 

serotonérgico de la rata bulbectomizada son, en gran manera, similares a los descritos 

en pacientes con depresión mayor.  

 

  Hay estudios conductuales que también demuestran la disfunción del sistema 

serotonérgico en la rata bulbectomizada, como el incremento en la actividad locomotora 

en respuesta a la fenfluramina, agente liberador de serotonina (Van der Stelt, 2005). 

Estos resultados sugieren que tanto el mecanismo de liberación de serotonina, como la 

funcionalidad el receptor postsináptico 5-HT1A estarían incrementados tras la 

bulbectomía olfatoria. Aunque hay un incremento en la respuesta a la ipsapirona, un 

agonista del 5-HT1A, otros agonistas, como el 8-OH-DPAT, no producen dicho efecto 

(Kelly et al., 1997). Es interesante observar que algunos de estos mismos cambios se 

han descrito en pacientes con depresión mayor.  

 

  Con respecto al receptor 5-HT1B, no se han desarrollado experimentos para 

determinar su localización y funcionalidad en las ratas bulbectomizadas.  
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4.2.2. Sistema noradrenérgico 

 

  Hay diversos estudios que demuestran una disminución de los niveles de 

noradrenalina cerebral (Van Riezen y Leonard, 1990; Jancsar y Leonard, 1984; Song y 

Leonard, 1995) en este modelo animal y que el tratamiento crónico con amitriptilina 

revierte esta disminución (King y Cairncross, 1974); en estudios más recientes también 

se ha observado el mismo efecto con desipramina y el ISRS sertralina (Song y Leonard, 

1995). Por otro lado se ha descrito un incremento en la densidad de los β-

adrenoceptores en linfocitos y en la corteza amigdaloide de las ratas bulbectomizadas 

(Van Riezen y Leonard, 1990). La densidad de α2-adrenoceptores en regiones corticales 

también está incrementada en las ratas bulbectomizadas (Hong et al., 1987). Estos 

cambios presumiblemente reflejarían un incremento compensatorio en el número de 

receptores como consecuencia de una reducción de la noradrenalina cerebral. A pesar 

del incremento de los α2-adrenoceptores en cerebro, la respuesta funcional de estos 

receptores está reducida como se refleja por la reducción del efecto hipotérmico 

inducido por clonidina; la respuesta de la hormona de crecimiento a la clonidina 

también está reducida en la rata bulbectomizada (Song y Leonard, 2005). Los cambios 

observados en la función y en el número de los α2-adrenoceptores son similares a los 

observados en enfermos con depresión mayor y en las muestras cerebrales postmortem 

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

 

 

4.2.3. Otros neurotransmisores clásicos: acetilcolina, glutamato y GABA  

 

  Tras la bulbectomía olfatoria bilateral hay una mayor actividad de la 

acetilcolinesterasa (Broekkamp et al., 1986), lo que sugiere que el sistema colinérgico 

está hiperactivo en las ratas bulbectomizadas. Otros autores han demostrado que la rata 

bulbectomizada tiene una menor densidad de receptores muscarínicos (Hozumi et al., 

2003) aunque este cambio en la densidad de receptor muscarínico no concuerda con el 

incremento en la densidad descrito en los cerebros de suicidas (Meyerson et al., 1982). 

La reducción de este receptor muscarínico en la rata bulbectomizada puede ser 

responsable del déficit de memoria observado en estos animales (Hozumi et al., 2003).  
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Con lo que respecta al sistema glutamatérgico, Van Riezen y Leonard ya 

postularon que había un desajuste entre los sistemas de neurotransmisión excitatorios e 

inhibitorios en la rata bulbectomizada (Van Riezen y Leonard, 1990), teoría soportada 

por el hallazgo de que la concentración de glicina está incrementada (Harvey et al., 

1975), mientras que la del glutamato y aspartato están disminuidas (Collins, 1984). En 

este desequilibrio, el sistema glutamatérgico es crucial  y se ha propuesto que el sitio de 

NMDA en el receptor ionotrópico del glutamato es un sitio de acción relevante para los 

antidepresivos, y que jugaría un papel importante en la depresión (Paul et al., 1994). 

Hay estudios que apuntan hacia una hipoactividad del sistema glutamatérgico tras la 

bulbectomía. Un descenso en la densidad de los sitios NMDA se ha detectado en las 

ratas bulbectomizadas, siendo la corteza prefrontal y piriforme, los núcleos talámicos y 

los núcleos amigdaloides laterales las regiones cerebrales más afectadas (Dennis et al., 

1994). Por el contrario, Nakanishi et al. (1990) han descrito una respuesta incrementada 

de los receptores de glutamato NMDA en los núcleos amigdaloides medios. De 

cualquier manera, la mayor parte de los cambios conductuales asociados al sistema 

glutamatérgico son revertidos tras el tratamiento crónico con antidepresivos. Una de las 

funciones fisiológicas más importantes de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos 

es su implicación en la memoria a corto plazo. Hay evidencias conductuales en las ratas 

bulbectomizadas, y en los pacientes deprimidos, que la memoria a corto plazo está 

alterada. Los cambios observados en el sistema glutamatérgico en la rata 

bulbectomizada pueden contribuir a explicar estos déficits en los procesos de memoria-

aprendizaje que se ven tras la bulbectomía y explicar su posible asociación a los 

trastornos depresivos y a otras enfermedades neurodegenerativas.  

  

Dentro de los sistemas de neurotransmisión inhibitorios, el GABAérgico presenta 

importantes alteraciones inducidas por la bulbectomía olfatoria. A nivel de SNC, La 

densidad de los receptores GABAA está incrementada sustancialmente, mientras que los 

receptores GABAB están reducidos, en la corteza frontal de las ratas bulbectomizadas 

(Dennis et al., 1993) y se ha descrito un incremento en el turnover de GABA en la 

corteza amigdaloide de la rata bulbectomizada (Jancsar y Leonard, 1984). También se 

han descrito cambios (incrementos) en los sitios de unión para benzodiacepinas  

(receptores para benzodiacepinas) (Dennis et al., 1993), un hallazgo interesante en 
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vista de los pronunciados cambios en la inmunidad celular, proceso en el que estos 

receptores están altamente implicados. Después del tratamiento crónico con 

antidepresivos los cambios en los receptores de benzodiacepinas retornan a la 

normalidad. La densidad de estos receptores para benzodiacepinas es particularmente 

sensible a los efectos modulatorios de los glucocorticoides (Weizman et al., 1995), así 

pues los cambios observados en estos receptores podrían ser consecuencia de la 

hipercortisolemia inducida por estrés, como la que ocurre en la rata bulbectomizada 

(Kelly et al., 1997). Sin embargo, se debe recalcar que no se han detectado cambios en 

la densidad de estos receptores en plaquetas de pacientes deprimidos (Weizman et al., 

1995).  

 

También se ha demostrado modificaciones en los niveles de esteroides 

neuroactivos como la alopregnenolona (APREG) que pueden actuar como modulador 

alostérico del receptor GABAA (Paul y Pudrí, 1992). En la rata bulbectomizada la 

cantidad de APREG total en el cerebro se ve incrementada, con cambios más marcados 

en las regiones corticales y límbicas, alteración que se revierte tras el tratamiento 

crónico con antidepresivos, como desipramina, venlafaxina o un ISRS (Uzunova et al, 

2004). Todos estos experimentos evidenciarían que el sistema GABAérgico está 

hiperactivo en la rata bulbectomizada; el tratamiento crónico con antidepresivos corrige 

tanto la hiperactividad de este sistema como las alteraciones conductuales asociadas. 

 

 

4.2.4. Sistema endocannabinoide-receptor CB1  

 

Con respecto al sistema endocannabinoide, no existen aún estudios que hayan 

evaluado su posible alteración a nivel del SNC ni en tejidos periféricos en el modelo de 

la rata bulbectomizada, ya sea en la expresión de los ligandos endógenos o en el 

número/función de los receptores CB1 y CB2.  Sin embargo, estudios recientes con otros 

modelos animales apuntan a la relevancia funcional del sistema endocannabinoide en 

conductas relacionadas con el estrés y la depresión. Diversos paradigmas de estrés 

crónico impredecible en la rata (Bortolato et al. 2007) y el ratón (Hill et al., 2006a 

producen un incremento del ARNm para el receptor CB1 en la corteza prefrontal. En un 
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estudio muy reciente, Hill et al. (2008) han demostrado que el estrés crónico 

impredecible en las ratas produce un incremento en la densidad del receptor CB1 en la 

corteza prefrontal y un descenso en el hipocampo, el hipotálamo y en el estriado ventral 

junto con una reducción significativa de los niveles del ligando endógeno N-

araquidoniletanolamida (anandamida) en todas esas áreas cerebrales analizadas.   

 

 

4.3. Cambios inmunológicos tras la bulbectomía 

 

  En la última década, el  modelo de bulbectomía olfatoria bilateral se ha usado para 

explorar la interrelación entre depresión y disfunciones del sistema inmune bajo el 

prisma de la teoría macrofágica de la depresión. Esta teoría postula que una excesiva 

producción de citoquinas inflamatorias por parte de los macrófagos activados se 

relacionaría directamente con algunos tipos de depresión (Smith, 1991) y se basa en las 

evidencias clínicas sobre una activación del sistema inflamatorio en pacientes con 

depresión mayor (Maes, 1999; Anisman y Merali, 2003). Además, ciertas citoquinas 

usadas en el tratamiento de algunos tipos de cáncer o hepatitis producen síntomas 

depresivos en pacientes no deprimidos (Smith, 1991). Los cambios resultantes de la 

activación macrofágica incluyen una actividad incrementada del eje hipotalámico-

pituitario-adrenal (eje HPA), cambios en los niveles de leucocitos y linfocitos, una 

síntesis incrementada de citoquinas, prostaglandinas, anticuerpos, etc... (Maes, 1999).  

 

  Hay experimentos que demuestran como las citoquinas proinflamatorias pueden 

iniciar síntomas y signos propios de la depresión: incremento en la secreción de 

corticosterona (Dunn, 2000), letargia, anorexia, alteraciones del sueño (Plata-Salaman, 

1999; Krueger et al., 1998), anhedonia, ansiedad y conductas de tipo estrés, déficits en 

la memoria y cambios en la neurotransmisión central monoaminérgica (Connor et al., 

1999; Anisman y Merali, 2003). Algunos de estos cambios inducidos por las citoquinas 

proinflamatorias en pacientes deprimidos pueden ser atenuados por los tratamientos con 

antidepresivos (De La Garza y Asnis, 2003). 
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4.4. Cambios en las vías implicadas en neurogénesis y plasticidad neuronal  

 

Aunque mucho de lo que concierne a las vías relacionadas con neurogénesis y 

plasticidad neuronal (BDNF/TrkB, AKT, ERK/pERK, CREB/pCREB, β-catenina) será 

objeto de revisión un apartado posterior, revisaremos aquí los datos que pueden ser de 

interés de cara al modelo de bulbectomía olfatoria.  

 

Con relación al receptor TrkB y a su ligando endógeno, la molécula BDNF, 

encontramos datos variados en la literatura científica. En ratones bulbectomizados se 

han descrito incrementos en la expresión de BDNF asociados a una disminución en el 

turnover de 5-HT en áreas relacionadas con la depresión como el hipocampo y la 

corteza frontal (Hellweg et al., 2007). Sin embargo, Van Hoomissen et al. (2003) no han 

encontrado cambios en los niveles de expresión del ARNm para el BDNF en la 

formación hipocampal, el área tegmental ventral y la sustancia nigra de las ratas 

bulbectomizadas.  

 

Con respecto a las proteínas ERK/pERK, indicadoras de la actividad de la vía de 

las MAP quinasas, en la literatura existen muy pocos estudios previos sobre la relación 

de ERK-bulbectomía en la rata, aunque sí encontramos un potenciamiento de estas 

enzimas tras el tratamiento crónico con antidepresivos en la rata normal o naive 

(Hetman et al., 1999; Popoli et al., 2000; Tiraboschi et al., 2004) y también un descenso 

en los niveles de ERK en varias áreas cerebrales del ratón bulbectomizado (Moriguchi 

et al., 2006; Han et al., 2009). 

 

Con relación a la expresión de AKT, no ha estudios en la rata bulbectomizada. En 

deprimidos suicidas se ha detectado una baja actividad de esta enzima en corteza 

prefrontal (Hsiung et al., 2003). Es importante reseñar que esta proteína AKT participa 

en la cascada de señalización intracelular culminante en el transporte de la ß-catenina al 

núcleo, vía de señalización implicada en neurogénesis. En este sentido, no hay datos en 

la literatura totalmente aclaratorios sobre el efecto de los antidepresivos en los niveles 

de expresión de AKT, pero si se ha demostrado en nuestro laboratorio que el 
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tratamiento crónico con el antidepresivo venlafaxina induce un aumento en la expresión 

de la ß-catenina en las ratas control o naive (Mostany et al., 2008).  

 

Existe bibliografía más amplia con respecto al producto final de estas cascadas, el 

CREB. El grupo de Duman ha sugerido que esta molécula juega un papel crítico en la 

patología de la depresión (Duman et al., 1997). De hecho, existen datos sobre el 

descenso de los niveles generales de CREB en varias regiones cerebrales de pacientes 

deprimidos (Dowlatshahi et al., 1998; Yamada et al., 2003) así como en el cerebro de la 

rata (Wang et al., 2007) y el ratón (Han et al., 2009) bulbectomizados.  

 

 

4.5. Cambios conductuales en la rata bulbectomizada 

 

4.5.1. Actividad locomotora y exploratoria 

 

  El índice más aceptado y característico de la conducta de la rata bulbectomizada es 

la hiperactividad y el aumento de la actividad exploratoria (alzamientos) de los animales 

en un área cerrada y bajo un entorno aversivo como puede ser el aparato o recinto 

denominado campo abierto (“open-field test”). Parece que la hiperactividad no está 

relacionada con la pérdida de olfacción, ya que la anosmia inducida no afecta a la 

conducta en el campo abierto (Van Riezen y Leonard, 1990). Es importante resaltar la 

importancia de la fuerte luminosidad en el campo abierto como factor de aversividad, 

como demostraron Stockert et al. (1988) al realizar el campo abierto en condiciones de 

semioscuridad sin ver ningún tipo de cambio en la actividad de los animales 

bulbectomizados. 

 

Una monitorización continua de la actividad locomotora espontánea (actimetría de 

24 horas) demostró también una mayor actividad nocturna en las ratas bulbectomizadas 

a partir de los diez días después de la operación (Giardina y Radek, 1991); por el 

contrario, durante la fase de luz hay investigadores que afirman que la actividad de las 

ratas operadas es la misma que en ratas sham-operated o controles (Kelly et al., 1997).  

 



Introducción 

 67 
 

4.5.2  Aprendizaje y memoria 

 

  El laberinto acuático de Morris se ha usado comúnmente para medir la orientación 

espacial en roedores (Morris, 1981). En la rata bulbectomizada, Redmond et al. (1997) y 

Kelly et al. (1997) observaron una deficiencia del animal bulbectomizado para detectar 

la plataforma escondida en dicho test. También se ha usado el laberinto radial de ocho 

brazos para demostrar un déficit en el aprendizaje espacial en la rata bulbectomizada 

(Olton et al., 1977). En este mismo test se observó el déficit en la habilidad de estas 

ratas para encontrar recompensas de comida situada en uno de los brazos (Hall y 

Macrides, 1983). El tratamiento crónico con antidepresivos atenúa estos déficits. Los 

tests del laberinto acuático de Morris y el laberinto radial de ocho brazos son tests 

relacionados con la funcionalidad del hipocampo (Morris, 1981; Olton et al., 1977) que 

no dependen de ninguna habilidad olfatoria. Los resultados en estos estudios sugieren 

que la bulbectomía produce un déficit en la memoria y en el aprendizaje espacial que 

surge de una disfunción al menos de tipo hipocampal, y que el tratamiento crónico con 

antidepresivos atenúa o revierte dicha disfunción. Las ratas bulbectomizadas presentan 

también un déficit de aprendizaje en las pruebas de evitación pasiva (Van Riezen et al., 

1976) y activa (King y Cairncross, 1974). Así pues, parece que la lesión en los bulbos 

olfatorios tiene un efecto amplio en la habilidad de aprendizaje de la rata, 

presumiblemente como consecuencia, de nuevo, de un defecto en la función 

hipocampal. 

 

 

4.5.3. Otros cambios conductuales  

 

  La bulbectomía olfatoria va asociada a déficits en la manifestación de la 

preferencia de plaza inducida por cocaína, reducción de la ingesta diaria de soluciones 

de sacarosa y sucrosa, disminución de la libido sexual y de la frecuencia de 

apareamiento, así como a conductas alteradas en los tests de ingesta condicionada de 

comida y de aversión de sabor (Kelly et al., 1997). Todos estos cambios han sido 

propuestos como parámetros conductuales que reflejarían la anhedonia presente en el 
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síndrome de la bulbectomía olfatoria y paradigmas experimentales de la misma o 

similar sintomatología presente en el enfermo deprimido.  

   

  Por el contario, la adquisición y autoadministración de anfetamina están 

aumentadas en los animales bulbectomizados, lo que indicaría que la bulbectomía 

incrementa los efectos reforzadores de la anfetamina (Holmes et al., 2002). Hay 

evidencias de que el sistema dopaminérgico está alterado en la rata bulbectomizada. 

Además, el tubérculo olfatorio es un área que está implicada en los efectos de refuerzo 

de las drogas de abuso (Kornetsky et al., 1991). En particular, las densidades de 

receptores D1 y D2, y las respuestas dopaminérgicas mediadas a través de la adenilato 

ciclasa están incrementadas en los tubérculos olfatorios de estas ratas (Holmes et al., 

2002). Estudios clínicos han revelado una asociación directa entre depresión y el abuso 

de drogas. Esto se puede deber a que las drogas de abuso alivian los síntomas de 

anhedonia que vienen asociados con la depresión. Estos hallazgos son de particular 

relevancia para la depresión humana ya que es frecuente la observación clínica de la 

coexistencia de trastornos afectivos y consumo/abuso de sustancias. Otros cambios 

conductuales observados son la conducta muricida y anormalidades en el ritmo 

circadiano (Van Riezen y Leonard, 1990).  

 

 

4.6.  Cambios conductuales en la ratas bulbectomizadas tras la administración 

crónica de antidepresivos 

 

  Existen multitud de estudios en los últimos treinta años que demuestran como 

muchos de los cambios conductuales y bioquímicos observados en la rata 

bulbectomizada se revierten tras el tratamiento crónico, que no agudo, con fármacos 

antidepresivos (Cairncross et al., 1977; Jesberger y Richardson, 1986; Van Riezen y 

Leonard, 1990; Kelly et al., 1997). El perfil conductual de las ratas bulbectomizadas 

sugiere que estos animales muestran una vulnerabilidad y una respuesta incrementada al 

estrés ambiental (Van Riezen y Leonard, 1990). Leonard y Tuite postularon que los 

déficits conductuales pueden resultar de una inapropiada reactividad a un ambiente 

novedoso, o a un fallo para habituarse a ese nuevo ambiente (Leonard y Tuite, 1981). 
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Otra posibilidad surge de la falta de habilidad olfatoria que hace que la rata 

bulbectomizada tarde más tiempo en habituarse a esos nuevos ambientes. Para 

investigar la contribución de la pérdida de habilidad olfatoria en el comportamiento de 

la rata bulbectomizada, Mar comparó los efectos de la anosmia causada por la 

bulbectomía con la anosmia inducida de forma periférica (Mar et al., 2000). En las ratas 

que fueron expuestas al laberinto elevado, se compararon los efectos de fluoxetina, 

amitriptilina, desipramina y buspirona entre las ratas bulbectomizadas y las ratas 

control. Se encontró que estos antidepresivos incrementaron la tasa de habituación de 

las ratas bulbectomizadas independientemente de su condición anósmica. Este resultado 

demuestra que el fallo de las ratas bulbectomizadas para habituarse a un nuevo ambiente 

juega un importante papel en muchos de los déficits de comportamiento que se han 

estudiado, y que los antidepresivos normalizan ese déficit de habituación. 

 

Hay suficientes evidencias de la variedad de respuestas conductuales que aparecen 

en estos animales tras la lesión en los bulbos olfatorios. Estos cambios son 

cuantificables y replicables, y revertidos tras el tratamiento crónico con varios tipos de 

antidepresivos. La elección del test conductual depende del interés del investigador. 

Para la detección de nuevos antidepresivos, el test del campo abierto o el test de 

evitación pasiva son los más utilizados. Desde hace más de treinta años, más de sesenta 

sustancias o fármacos psicotrópicos se han venido probando y han sido estudiados 

usando el test del campo abierto. La mayoría de los antidepresivos de uso clínico han 

demostrado ser activos cuando se han administrado crónicamente en las ratas 

bulbectomizadas, y tan sólo para el ISRS fluoxetina hay estudios que han dado 

resultados negativos (Kelly et al., 1997) o muy dependientes de las condiciones 

ambientales aversivas del test utilizado (Mar et al., 2000; Mar et al., 2002). Todos los 

cambios conductuales, de neurotransmisores, inmunológicos y endocrinos que ocurren 

en la rata tras la lesión bilateral de los lóbulos olfatorios, son semejantes, o pueden 

correlacionarse con aquellos cambios ocurridos en los pacientes con depresión mayor. 

Esto sugiere que el modelo de la rata bulbectomizada tiene validez aparente, predictiva, 

constructiva y quizás etiológica como modelo de depresión y que la investigación en 

este modelo puede ayudar a un entendimiento más profundo del mecanismo de acción 

de los antidepresivos y de la neurobiología de la depresión. 
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5. Hipótesis neurogenética de la depresión 

 

  El entendimiento de cómo funciona el cerebro y los fenómenos de adaptación y 

plasticidad que en él ocurren ha cambiado en los últimos años. Una gran cantidad de 

trabajos han demostrado que fenómenos de plasticidad celular y de comportamiento 

subyacen a niveles alterados de neurotransmisores, cascadas de segundos mensajeros, y 

perfiles de expresión génica. Estos fenómenos de plasticidad afectan a modelos de 

aprendizaje, memoria, ansiedad, depresión, etc... Sin embargo, empieza a haber 

evidencias de que cambios en la morfología celular y cambios a nivel más profundo 

todavía en la estructura del cerebro, pueden contribuir a la plasticidad y a la 

remodelación neuronal. A nivel celular estos cambios pueden ocurrir en la forma de 

regulación a la alta o a la baja en la formación de sinapsis y de la densidad de espinas o 

la extensión de las dendritas. Otro ejemplo de gran importancia es la regulación a la alta 

o a la baja de la neurogénesis en cerebro adulto. Estudios recientes demuestran que en el 

cerebro adulto nacen nuevas células y que la tasa de neurogénesis y  la supervivencia de 

nuevas neuronas están reguladas por un gran número de tratamientos farmacológicos. 

 

El papel potencial de la neurogénesis también se discute como mecanismo 

molecular que subyace a la regulación de los antidepresivos sobre la aparición de 

nuevas células y su supervivencia. Estos estudios sugieren la posibilidad de que la 

neurogénesis juegue un importante papel en el trastorno de la depresión mayor, aunque 

es una hipótesis que aún debe demostrarse con estudios mucho más detallados en 

pacientes deprimidos.  

 

 

5.1. Alteraciones estructurales en los trastornos emocionales 

 

  La posibilidad de que la remodelación celular pueda contribuir a la patofisiología 

de los trastornos del ánimo ha ganado mucha fuerza a partir de los estudios clínicos de 

neuroimagen o imagen cerebral. Muchos de estos trabajos se han centrado en el 

hipocampo, una estructura límbica cerebral que juega un papel importante en el 

aprendizaje y la memoria, así como en el control del eje hipotalámico-pituitario-adrenal 
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(HPA). Hay varios estudios que demuestran que el volumen del hipocampo está 

disminuido en pacientes que sufren de depresión, o trastorno de estrés postraumático 

(PTSD) (Bremner et al. 2000; Sheline et al., 1996, 1999; Steffens et al. 2000). Sheline et 

al. (1999) han demostrado que la reducción en el volumen del hipocampo se relaciona 

con la enfermedad, sugiriendo que el estrés asociado con depresión puede ser la causa 

de los cambios estructurales y no al contrario. Sin embargo, es posible que puedan 

ocurrir pequeños cambios estructurales que contribuyan a la aparición de la depresión y 

que la magnitud de la reducción hipocampal continúe en paralelo con el desarrollo de la 

enfermedad. Sería importante determinar si la reducción en el volumen del hipocampo 

es reversible con el tratamiento de antidepresivos (Steffens et al. 2000). 

 

 

5.2. Regulación de la neurogénesis en el adulto 

 

  Existen trabajos que demuestran que el estrés puede producir efectos profundos en 

la morfología de neuronas hipocampales (McEwen 1999; Gould et al., 1999b). Estos 

incluyen un descenso en la arborización dendrítica de las neuronas piramidales del CA3 

del hipocampo, y una regulación a la baja de la neurogénesis de células granulares en el 

giro dentado del cerebro adulto. La neurogénesis en cerebros adultos se ha descrito en 

numerosos animales, incluyendo al ser humano y está restringida a dos regiones, los 

bulbos olfatorios y el hipocampo (Gage 1998; Gould et al., 1999b; Gross 2000). En el 

hipocampo, las células progenitoras están localizadas en la zona subgranular, donde se 

dividen y dan lugar a nuevas neuronas. Un reciente estudio indica que hay unas nueve 

mil células nuevas por día en el hipocampo de roedor adulto (Cameron y McKay 2001). 

Aproximadamente el 50 % de estas células se diferencian y expresan marcadores 

moleculares característicos de neuronas, lo que representan el 6 % del total del número 

de células granulares. También se estima que el número de nuevas neuronas granulares 

representan alrededor del 60 % de las aferencias desde la corteza entorrinal y 30 % de 

las células piramidales del CA3 que reciben proyecciones eferentes de las células 

granulares (Cameron y McKay 2001). Estos hallazgos indican que el número de nuevas 

neuronas sería suficiente para contribuir de una forma significativa a la función del 

hipocampo. Se cree que el número de neuronas nuevas en cerebro de primates está 
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sobre un 10-20 % del total de nuevas células originadas, cantidad suficiente para 

influenciar la función del hipocampo en primates. 

 

La posibilidad de que la neurogénesis juegue un papel en la plasticidad neuronal 

es apoyada por el hecho de que la neurogénesis en cerebro adulto puede estar regulada 

por una serie de tratamientos farmacológicos y no farmacológicos. Estímulos que 

incrementan la neurogénesis incluyen el ejercicio, los ambientes variados, el 

aprendizaje dependiente de hipocampo, y los estrógenos (Tanapat et al., 1999; Van 

Praag et al., 2000; Gould et al., 1999a). Las alteraciones en la neurogénesis pueden 

ocurrir vía regulación de la tasa de proliferación celular o regulación del número de 

neuronas nacientes que sobreviven. Aproximadamente el 50 % de las nuevas neuronas 

en roedor adulto del hipocampo sobreviven, mientras que el resto degeneran en un 

espacio de unas cuatro semanas. Shors y Gould (2001) demostraron que la inhibición de 

la neurogénesis por administración de un inhibidor del ciclo celular bloqueaba el 

aprendizaje dependiente del hipocampo. Así pues, hay numerosas evidencias de que 

nuevas neuronas contribuyen a un buen funcionamiento en hipocampo adulto. 

 

 

5.3. El estrés disminuye la neurogénesis adulta 

 

  En contraste con los efectos positivos del ejercicio y ambientes variados, el estrés 

regula significativamente a la baja la neurogénesis en hipocampo adulto (Gould et al., 

1999b). La administración de glucocorticoides adrenales también disminuye la 

neurogénesis, indicando que la activación del eje HPA y la liberación de 

glucocorticoides están implicadas en la regulación a la baja de neurogénesis hipocampal 

como respuesta al estrés. Esta regulación a la baja de la neurogénesis por exposición al 

estrés abre la posibilidad de que un descenso en el número de células granulares podría 

contribuir a una reducción en el volumen del hipocampo observado en pacientes 

deprimidos. Esta neurogénesis disminuida podría contribuir a la aparición de 

determinados síntomas de trastornos afectivos, incluyendo anormalidades cognitivas y 

pérdida del control inhibitorio del eje HPA (Gould et al., 1991). 
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5.4. El tratamiento con antidepresivos incrementa la neurogénesis en adultos 

 

  En estos últimos años se han hecho muchos progresos para caracterizar 

adaptaciones post-receptoriales que ocurren en respuesta a tratamientos con 

antidepresivos. Esto ha llevado al descubrimiento de que la administración prolongada 

de estos fármacos regula a la alta la cascada de señalización celular AMPc-CREB y la 

expresión de BDNF en el hipocampo (Nibuya et al., 1995, 1996; Thome et al., 2000). 

Tanto CREB como BDNF son conocidos por jugar un importante papel tanto en la 

plasticidad neuronal como en la supervivencia neuronal (Finkbeiner 2000; Duman et al., 

2000). 

 

  Basándose en estos hallazgos, se han realizado estudios para determinar si los 

antidepresivos influían en la remodelación celular, particularmente la neurogénesis. Los 

resultados de estos trabajos indican que el tratamiento con antidepresivos incrementa la 

neurogénesis en el hipocampo adulto (Malberg et al., 2000; Duman et al., 2000; Jacobs 

et al., 2000). Esta regulación a la alta de la neurogénesis se observa con diferentes 

clases de antidepresivos, incluyendo inhibidores selectivos de la recaptación de 

serotonina y noradrenalina, IMAOs, y la terapia electroconvulsiva. Con el agente 

estabilizador litio también se ha demostrado un incremento de la neurogénesis en el 

hipocampo (Chen et al., 2000). La regulación a la alta de la neurogénesis es dependiente 

de la administración a largo plazo de los antidepresivos (de dos a cuatro semanas) y 

concordante con el tiempo que los antidepresivos suelen tardar en ejercer su efecto 

clínico. Se han probado otros fármacos psicotrópicos no antidepresivos, como 

haloperidol y morfina, y ninguno de ellos ha producido un efecto beneficioso para la 

neurogénesis, de hecho, la morfina la disminuye (Eisch et al., 2000). Estos resultados 

sugieren que es necesario un fármaco antidepresivo para obtener el efecto beneficioso 

de la neurogénesis. Además, tras el tratamiento con antidepresivos, se ha observado que 

las células nuevas permanecían viables tras cuatro semanas, y que aproximadamente un 

75 % de estas células expresaban marcadores de neuronas (Malberg et al., 2000). 

 

Así pues, los resultados de varios estudios indican y demuestran que la regulación 

a la alta de la neurogénesis por los antidepresivos se opondría a las acciones del estrés y 



Introducción 

 74 
 

que una neurogénesis incrementada podría contribuir a las acciones del tratamiento con 

antidepresivos (Duman et al., 2001). 

 

 

5.5. Factores implicados en la regulación de neurogénesis adulta 

 

5.5.1. Factores neurotróficos 

 

  Existen varios trabajos que han demostrado que la neurogénesis está regulada por 

varios factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el 

factor 2 de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) (Cameron et al., 1998). También hay 

evidencias de que factores neurotróficos, como el BDNF, modularían la neurogénesis. 

La incubación de células progenitoras con BDNF incrementa la diferenciación de dichas 

células a neuronas (Palmer et al., 1997). Hay también estudios in vivo donde se ha 

demostrado que el BDNF administrado intraventricularmente incrementa la 

neurogénesis en la zona subventricular (Zigova et al., 1998).  

 

 

5.5.2. Regulación por serotonina 

 

El papel de la 5-HT en la regulación del desarrollo del sistema nervioso central es 

bien conocido desde el trabajo pionero de Haydon (Haydon et al., 1984). Muchos otros 

trabajos han profundizado en la regulación ejercida por este neurotransmisor y sus 

receptores, fundamentalmente el subtipo 5-HT1A, en las etapas pre y postnatal (Borella 

et al., 1997, Del Olmo et al., 1998).  

 

Con estos antecedentes, no es sorprendente que se haya propuesto un papel para la 

5-HT en la regulación de la neurogénesis adulta. En este sentido, se ha demostrado que 

la lesión del sistema serotonérgico conlleva un descenso de la neurogénesis (Brezun y 

Daszula, 2000) y que el aumento de liberación de la amina la incrementa, efecto que es 

antagonizado por WAY 100635, sugiriendo la mediación del receptor 5-HT1A (Jacobs et 

al., 2000). Más recientemente, Banasr et al., (2004) han confirmado el papel de este 
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subtipo de receptor, y, en menor medida, del 5-HT1B y 5-HT2A en la regulación de la 

proliferación celular hipocampal. Por último, es importante comentar los recientes 

resultados que sugieren que la administración de un agonista 5-HT4 induce respuesta  

neuroproliferativa en hipocampo (datos de nuestro grupo), una respuesta que podría 

estar ligada a su potencialidad antidepresiva (Lucas et al., 2007). 

 

 

5.5.3. Cascada de señalización celular -CREB 

 

  Se ha descrito un incremento de la diferenciación neuronal en células progenitoras 

cultivadas tras la activación de la cascada del AMPc (Palmer et al. 1997). El papel 

potencial de la cascada del AMPc-CREB en la neurogénesis tiene mucha más 

relevancia después de que varios estudios han demostrado que los antidepresivos 

regulan a la alta esta vía de señalización (Duman et al., 1997, 2000). Uno de esos 

hallazgos fue el incremento de fosforilación de CREB tras el tratamiento con 

antidepresivos (Thome et al., 2000). Otro punto a tener en cuenta es que bajo 

condiciones basales había una expresión prominente de pCREB en células de la zona 

subgranular, o adyacentes a la misma, que es la zona donde se localizan las células 

progenitoras. En otro estudio, un inhibidor de la fosfodiesterasa tipo IV, una enzima que 

rompe el AMPc, resultó ser un activador de la vía AMPc. Previamente, se había visto 

que otro inhibidor de esta fosfodiesterasa, el rolipram, incrementaba la expresión de 

BDNF en hipocampo (Nibuya et al., 1996). En estudios preliminares se encontró que la 

administración crónica de rolipram incrementaba neurogénesis en hipocampo (Kim et 

al., 2000). El incremento de la neurogénesis ocurrió tras dos semanas de tratamiento, el 

mismo período que tardan en ejercer este efecto los antidepresivos. El rolipram también 

aumenta los niveles de pCREB en el hipocampo, similar al efecto del tratamiento con 

antidepresivos. Estos hallazgos sugieren que la activación de AMPc-CREB regularía 

genes específicos que influencian la neurogénesis.  
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Como objetivo general, en el presente proyecto abordaremos el estudio de los cambios 

adaptativos en los sistemas de neurotransmisión serotonérgico y endocannabinoide, en 

la expresión de diversos marcadores de neuroplasticidad y en la neurogénesis 

hipocampal en el modelo animal de depresión de bulbectomía olfatoria bilateral en la 

rata así como el efecto del tratamiento crónico con el antidepresivo.  

 

 

 

Los objetivos concretos del presente trabajo son: 

 

1. Evaluar las alteraciones conductuales inducidas por la bulbectomía olfatoria y el 

efecto que la administración crónica de fluoxetina ejerce sobre dichas 

manifestaciones conductuales. 

 

2. Analizar, mediante técnicas radiométricas, los posibles cambios adaptativos en 

la densidad y la funcionalidad del transportador de serotonina (5-HTT) y de los 

receptores serotonérgicos 5-HT1A, 5-HT1B y 5-HT2A tras la bulbectomía olfatoria 

y el tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina.  

 

3. Analizar, mediante técnicas radiométricas, los posibles cambios adaptativos en 

la densidad y la funcionalidad del receptor cannabinoide CB1 tras la bulbectomía 

olfatoria y el tratamiento crónico con fluoxetina. 

 

4. Estudiar los posibles cambios en la expresión de los siguientes marcadores 

moleculares de neuroplasticidad tras la bulbectomía olfatoria y el tratamiento 

crónico con fluoxetina: factor BDNF y su receptor TrkB mediante técnicas de 

hibridación in situ y diversas proteínas intracelulares como ERK/pERK, 

CREB/pCREB, AKT y β-catenina utilizando técnicas de inmunodetección por 

Western-blot. 
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5. Valorar la existencia de modificaciones en la neurogénesis hipocampal a 

consecuencia de la bulbectomía olfatoria y su posible modulación por el 

tratamiento crónico con fluoxetina mediante técnicas inmunohistoquímicas y de 

inmunofluorescencia. 

 

6. Establecer las posibles correlaciones entre los cambios conductuales, 

neuroquímicos, moleculares y celulares inducidos por la bulbectomía olfatoria y 

el tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina.  



 

 81 

MATERIAL Y MÉTODOS



 

 82 

 

 

 



Material y Métodos 

 83 

1. Animales de experimentación 

 

 Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (suministradas por el Servicio de 

Estabulación y Experimentación Animal “SEEA” de la Universidad de Cantabria) con 

un peso comprendido entre 250-280 gramos al inicio de los experimentos. Hasta su 

utilización en los experimentos y sacrificio, se les mantuvo con agua y una dieta 

estándar ab libitum (pienso A04 para dieta de mantenimiento de ratas y ratones, SAFE, 

Francia). Los animales fueron estabulados bajo determinadas condiciones de luz (ciclos 

de luz-oscuridad de 12 horas) y a una temperatura ambiente (22 ± 1oC) y humedad 

relativa (60-70%) adecuadas.  

 

 El cuidado y la manipulación experimental de los animales se realizó de acuerdo a 

la normativa vigente tanto nacional (Real Decreto 1201/2005) como europea 

(Declaración de Helsinki y Directiva de la CEE 86/609/EEC) y siguiendo las líneas del 

Comité de Investigación y Ética de la IASP –Asociación Internacional para el Estudio 

del Dolor- (Zimmermann, 1983). Todos los procedimientos experimentales fueron 

aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria. 

 

 

2. Grupos experimentales  

 

 Se definieron 4 grupos experimentales, de acuerdo a los objetivos planteados en la 

presente tesis: animales control o sham-operated (CO), animales control o sham-

operated y tratados con fluoxetina (COF), animales bulbectomizados (OB) y animales 

bulbectomizados y tratados con fluoxetina (OBF).  Se plantearon las siguientes series 

experimentales de acuerdo a las técnicas utilizadas: 

 

2.1. Autorradiografía anatómica y funcional del receptor 5-HT1A 

2.2. Autorradiografía anatómica y funcional del receptor 5-HT1B 

2.3. Autorradiografía anatómica y funcional del receptor 5-HT2A 

2.4. Autorradiografía anatómica y funcional del receptor CB1 

2.5. Autorradiografía del transportador de serotonina (5-HTT) 
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2.6. Estudios de binding para el receptor CB1: fijación de [3H]-CP55,940 y 

 fijación de [35S]GTPγS en membranas de corteza prefrontal 

2.7. Hibridación in situ del receptor TrkB y del factor neurotrópico BDNF. 

2.8. Estudios de western-blot de diversos marcadores moleculares implicados 

 en neuroplasticidad y supervivencia neuronal 

2.9. Estudios de inmunohistoquímica para neurogénesis: inmunofluorescencia 

 de BrdU e inmunohistoquímica de β-catenina por DAB  

 

 En cada una de las series experimentales el número de animales inicialmente 

utilizado para cada grupo experimental fue de: CO = 5-7; CO FLX= 6-8; OB= 7-8;  y 

OB FLX= 8-10. La n definitiva de cada grupo viene reflejada en la sección de 

resultados obtenidos con cada técnica experimental.  

 

 Adicionalmente, para valorar la persistencia del síndrome de bulbectomía a lo 

largo del tiempo se realizaron otras series experimentales con los grupos CO y OB. Se  

e llevó a cabo la evaluación conductual en el test de campo abierto en distintos tiempos 

postcirugía (30, 45 y 90 días) y posteriormente, los animales fueron sacrificados para la 

obtención de los tejidos que luego serían utilizados en los estudios de western para 

valorar la expresión de marcadores moleculares de plasticidad/supervivencia neuronal.  

  

 

3. Modelo de bulbectomía olfatoria bilateral 

 

 El procedimiento quirúrgico para realizar la bulbectomía olfatoria bilateral que 

hemos utilizado ha sido ampliamente descrito en la literatura (Cairncross et al, 1977). El 

agente anestésico utilizado fue el hidrato de cloral (400 mg/kg, i.p., Panreac, Barcelona, 

España). Los animales fueron colocados en un cuadro estereotáxico (Kopf, David Kopf 

Instruments, Tujunga, California). Una vez anestesiado el animal, se hizo una incisión 

en el cuero cabelludo sobre el hueso frontal y se procedió a la osteotomía realizando 2 

perforaciones de 2 milímetros de diámetro (a 2 milímetros de la línea media y a unos 7-

8 milímetros anteriores a bregma) utilizando un taladro quirúrgico. Con cuidado de no 

dañar el polo frontal del cerebro, se seccionaron y aspiraron los bulbos olfatorios a 
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través de una aguja o cánula roma. Una vez aspirados, se aplicó polvos antibióticos y se 

procedió a la sutura del cuero cabelludo con seda trenzada 3.0 (suturas Aragó, 

Barcelona, España). Los animales control (CO) fueron tratados de forma similar pero 

sin proceder a la aspiración de los bulbos (sham-operated).  

 

 Los animales bulbectomizados y controles fueron estabulados de forma que cada 

animal bulbectomizado compartió jaula al menos con un animal control, para reducir la 

posible agresividad a veces presente en el síndrome de bulbectomía olfatoria. Además, 

todos los animales fueron periódicamente manipulados y tocados durante su estancia en 

el estabulario para reducir dicha agresividad. A final de los estudios conductuales, los 

animales fueron sacrificados para la obtención de los tejidos a utilizar en el resto de las 

técnicas. Aquellos animales que presentaron restos de bulbo olfatorio o lesiones del 

polo frontal (< 5 %  de los animales bulbectomizados) fueron eliminados del estudio.  

 

 

4. Tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina 

  

 Se administró fluoxetina HCl (suministrada por FAES FARMA S.A., Leioa, 

Bilbao), antidepresivo perteneciente a la clase química de las fenetilaminas, a una dosis 

de 10 mg/kg/día. El fármaco o su vehículo fueron administrados subcutáneamente (s.c.) 

durante 14 días mediante minibombas osmóticas Alzet 2002 (Alza Corp., Palo Alto, 

CA) que liberan 0,5 µl/h siguiendo un protocolo ampliamente utilizado en nuestro 

laboratorio (Castro et al., 2003 y 2008). Como solvente de la fluoxetina se empleó la 

siguiente mezcla: 10% etanol, 50% propilenglicol y 40% salino. Tras realizar una serie 

de estudios preliminares se comprobó la ausencia de efectos conductuales y 

neuroquímicos del vehículo solvente de la fluoxetina en las ratas bulbectomizadas (OB), 

de forma similar a lo ya descrito en nuestro laboratorio en ratas o animales control 

(Castro et al., 2003). Por este motivo, en las distintas series experimentales empleadas 

en este estudio no se implantó la minibomba con el vehículo de fluoxetina ni a los 

animales control (sham-operated) ni a las ratas bulbectomizadas.  
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5. Protocolo o cronograma experimental 

 

 En el esquema se muestra el protocolo experimental seguido sistemáticamente 

para todas los tipos de estudios del presente trabajo. Como puede verse, la evaluación 

conductual del síndrome de bulbectomía olfatoria se realizó 2 semanas después  la 

cirugía (bulbectomía y sham-operation). Al día siguiente, se procedió a iniciar el 

tratamiento con el antidepresivo fluoxetina y los animales fueron evaluados 

conductualmente, de nuevo, al final del tratamiento (día 28 postcirugía). Una vez 

concluidos los estudios conductuales se procedió a su sacrificio, una vez retirada la 

minibomba y transcurrido un período de “wash-out” de 24 horas (Castro et al., 2003), 

con la finalidad de obtener y procesar las muestras cerebrales empleadas en las distintas 

técnicas neuroquímicas, moleculares e histológicas. 
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6. Estudios conductuales: test del campo abierto 

 

 El test del campo abierto (open-field test) consiste en evaluar la conducta del 

animal en un recinto cuadrado de 100x100 cm y de 50 cm de alto, con paredes de 

pintura reflectante, y cuya base se divide en 25 cuadrículas, todo ello iluminado con una 

luz de 60W situada centralmente a 90 centímetros de altitud (Gray y Lalljee, 1974) 

 

 En cada sesión, el animal se colocó en el centro del recinto, y se contabilizaron los 

siguientes parámetros durante 5 minutos a intervalos de 1 minuto: las deambulaciones 

(número de cuadrículas centrales o periféricas cruzadas), los alzamientos (alzamientos 

sobre las patas traseras en actitud exploratoria), los acicalamientos (uso de patas o 

lengua para limpiarse) y el número de defecaciones (bolos fecales). Después de cada 

test, el aparato del campo abierto fue limpiado con agua para evitar cualquier olor 

residual.  

 

 El test se realizó siempre, en todas las series experimentales, a las 2 semanas 

después de la cirugía para confirmar el síndrome de bulbectomía olfatoria, así como tras 

las otras dos semanas de administración del antidepresivo fluoxetina. Adicionalmente, 

en otras series experimentales se realizó el test a los 30, 45 y 90 días después de la 

bulbectomía para estudiar el curso temporal de las alteraciones conductuales. 

 

 Todos los datos de los estudios conductuales se expresan como la media ± E.E.M. 

Como test estadístico para el análisis de los resultados se usó el test de la t de Student, 

para aquellos casos en los que únicamente se analizó el parámetro cirugía 

(bulbectomía/sham-operation), mientras que se utilizó un análisis ANOVA de dos vías 

seguidos de un test post hoc de Newman-Keuls en los casos en los que se analizó el 

parámetro tratamiento (fluoxetina/no fluoxetina) además del parámetro cirugía. Se 

escogió una probabilidad de p menor o igual a 0.5 como nivel de significancia 

estadística (GraphPad Prism 5.01 de GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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7. Estudios de autorradiografía de receptores en SNC 

 

7.1. Preparación de tejidos para los estudios de autorradiografía anatómica y 

funcional 

 

 Los animales bulbectomizados y controles fueron sacrificados después de realizar 

el test del campo abierto, una vez finalizado el tratamiento crónico con fluoxetina y tras 

un período de “wash-out” de 24 horas. Se extrajeron los cerebros y se almacenaron 

congelados a –80oC hasta el momento de la obtención de las secciones cerebrales 

utilizadas en los estudios autorradiográficos anatómicos (densidad y localización de 

receptores mediante estudios de fijación de radioligandos) y en los estudios 

autorradiográficos funcionales (estimulación de la fijación de [35S]GTPγS por agonistas 

selectivos de receptores). Se obtuvieron secciones coronales en un criostato (20 µm) 

(Microm HM 550, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) que fueron 

montadas en portas pretratados con gelatina. Los portas con las secciones obtenidas 

fueron guardados a una temperatura de –80oC hasta su utilización. La gelatinización de 

los portas se realizó mediante inmersión, durante tres segundos, en una solución que 

contenía 5 g/l de gelatina y 1,98 g/l de KCr(SO4), seguida de una fase de secado durante 

24 horas en una estufa a 50ºC. Las secciones cerebrales fueron seleccionadas de acuerdo 

con el atlas de George Paxinos y Charles Watson (The Rat Brain in Stereotaxic 

Coordinates, Academia Press 1982), siendo las más relevantes para el presente estudio 

aquellas correspondientes a los niveles  6, 12, 21, 26, 30, 35, 37.  

 

 

7.2. Autorradiografía anatómica 

 

7.2.1. Autorradiografía del transportador de serotonina (5-HTT): fijación de [3H]-

citalopram 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[3H]-citalopram (Amersham, Buckinghamshire, UK) fueron las descritas en protocolos 

previos (D´Amato et al., 1987). Los tejidos fueron llevados a temperatura ambiente 
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durante 30 minutos antes de comenzar el experimento. Se realizó una preincubación a 

25ºC durante 15 minutos en el tampón de ensayo conteniendo Tris-HCl 50 mM 

(Panreac, Barcelona, España), NaCl 120 mM (Panreac, Barcelona, España) y KCl 5 mM 

(Panreac, Barcelona, España) a pH= 7,4 con el objeto de facilitar la disociación de 

ligandos endógenos.  

 

 La incubación se realizó a 25ºC durante 2 horas en presencia de [3H]-citalopram a 

una concentración de 2 nM, en el mismo tampón que el de la preincubación. Tras un 

aclarado rápido en el mismo tampón a 4ºC, se realizaron 4 lavados consecutivos de 2 

minutos en el mismo tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. 

Finalmente se procedió al secado mediante una corriente de aire frío. Para la definición 

del no-específico se utilizó fluoxetina a 20 µM, añadida al medio de incubación. 

 

 

7.2.2. Autorradiografía del receptor 5HT1A: fijación de [3H]-8-OH-DPAT 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[3H]-8-OH-DPAT (Perkin Elmer, Boston, USA) fueron las descritas en protocolos 

previos (Pazos y Palacios, 1985b). Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC a la 

temperatura ambiente 30 minutos antes de comenzar el experimento. Se realizó una 

preincubación a temperatura ambiente durante 30 minutos en el tampón de ensayo 

conteniendo Tris-HCl 170 mM (Panreac, Barcelona, España), CaCl2 4 mM (Panreac, 

Barcelona, España) y ácido ascórbico 0,01% (Panreac, Barcelona, España) a pH= 7,7 

para facilitar la disociación de ligandos endógenos.  

 

 La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 1 hora en presencia de 

[3H]-8-OH-DPAT a una concentración de 2 nM, en el mismo tampón de preincubación 

al que se le añadió pargilina 10 µM (Sigma, Missouri, USA). Tras un aclarado rápido en 

el tampón de lavado (Tris-HCl 170 mM, pH=7,7) a 4ºC, se realizaron 2 lavados 

consecutivos de 5 minutos en el mismo tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua 

destilada a 4ºC. Finalmente se procedió al secado mediante una corriente de aire frío. 
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Para la definición del no-específico se utilizó 5-HT-creatín sulfato a 10 µM (Sigma, 

Missouri, USA), añadida al medio de incubación. 

 

 

7.2.3. Autorradiografía del receptor 5HT1B: fijación de [3H]-GR125,743 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[3H]-GR125,743 (Amersham, Buckinghamshire, UK) fueron las descritas en protocolos 

previos (Doménech et al., 1997). Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 

minutos antes de comenzar el experimento para que se atemperaran. Se realizó una 

preincubación a temperatura ambiente durante 30 minutos en el tampón de ensayo 

conteniendo Tris-HCl 170 mM, CaCl2 4 mM y ácido ascórbico 0,01% a pH= 7,7 para 

facilitar la disociación de ligandos endógenos.  

 

 La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 1 hora en presencia de 

[3H]-GR125,743 a una concentración de 2 nM, en el mismo tampón de prelavado al que 

se le añadió pargilina 10 µM. Tras un aclarado rápido en el tampón de lavado (Tris-HCl 

170 mM, pH=7,7) a 4ºC, se realizaron 2 lavados consecutivos de 5 minutos en el mismo 

tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se procedió al 

secado mediante una corriente de aire frío. Para la definición del no-específico se utilizó 

5-HT-creatín sulfato a 10 µM, añadida al medio de incubación. 

 

 

7.2.4. Autorradiografía del receptor 5HT2A: fijación de [3H]-ketanserina 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[3H]-ketanserina (Perkin Elmer, Boston, USA) fueron las descritas en protocolos 

previos (Pazos et al., 1985a). Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 

minutos antes de comenzar el experimento para que se atemperaran. Se realizó una 

preincubación a temperatura ambiente durante 15 minutos en el tampón de ensayo 

conteniendo Tris-HCl 170 mM, CaCl2 4 mM y ácido ascórbico 0,01%, a pH= 7,7 para 

facilitar la disociación de ligandos endógenos.  
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 La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 2 horas en presencia de 

[3H]-ketanserina a una concentración de 2 nM, en el mismo tampón de prelavado al que 

se le añadió pargilina 10 µM. Tras un aclarado rápido en el mismo tampón de lavado 

(Tris-HCl 170 mM, pH=7,7) a 4ºC, se realizaron 2 lavados consecutivos de 5 minutos 

en el mismo tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se 

procedió al secado mediante una corriente de aire frío. Para la definición del no-

específico se utilizó mianserina a 10 µM (Sigma, Missouri, USA), añadida al medio de 

incubación. 

 

 

7.2.5. Autorradiografía del receptor CB1: fijación de [3H]-CP55,940 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[3H]-CP55,940 (Perkin Elmer, Boston, USA) fueron las descritas en protocolos previos 

(Glass et al., 1997) con ligeras modificaciones (Mato y Pazos 2004). Se sacaron los 

tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 minutos antes de comenzar el experimento para 

que se atemperaran. Se realizó una preincubación a temperatura ambiente durante 30 

minutos en el tampón del ensayo conteniendo Tris-HCl 50 mM, seroalbúmina bovina 

BSA 5% (Sigma, Missouri, USA) a pH= 7,4 para facilitar la disociación de ligandos 

endógenos.  

  

 La incubación se realizó a 37ºC durante 2 horas en presencia de [3H]-CP55,940 a 

una concentración de 3 nM, en el mismo tampón que el de la preincubación. Tras un 

aclarado rápido en tampón de lavado (Tris-HCl 50 mM, BSA 1%, pH= 7,4) a 4ºC, se 

realizaron 2 lavados consecutivos de 2 horas en el mismo tampón a 4ºC y posterior 

aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se procedió al secado mediante una 

corriente de aire frío. Para la definición del no-específico se utilizó WIN 55212-2 a 10 

µM  (Research Biochemicals Inc., Natick, MA, USA), añadida al medio de incubación. 

Los coplins de preincubación e incubación eran de cristal y fueron pretratados con 

Sigmacote (Sigma, Missouri, USA), dejándolos secar la noche anterior del experimento 

en una estufa a 40ºC. Este pretratamiento pretende evitar la adhesión de los compuestos 

cannabinoides al material del ensayo de incubación. 
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7.3. Autorradiografía funcional: fijación de [35S]GTPγγγγS 

 

7.3.1. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT1A: estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγγγγS por el agonista 5HT1A (±)-8-OH-DPAT 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[35S]-GTPγS (Amersham, Buckinghamshire, UK) fueron las descritas en protocolos 

previos (Sim et al. 1997; Castro et al., 2003 y 2008) con ligeras modificaciones. Se 

sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 minutos antes de comenzar el 

experimento para que se atemperaran. Se realizó una preincubación a 25ºC durante 20 

minutos en el tampón del ensayo conteniendo Tris-HCl 50 mM, EGTA 0,2 mM, NaCl 

100 mM y MgCl2 3 mM a pH =7,7seguida de una segunda preincubación a 25ºC 

durante otros 20 minutos en el mismo tampón al que se añadió GDP 2 mM,  adenosín 

deaminasa 10 mU/ml y DTT 1 mM.  

 

 La incubación se realizó en el mismo tampón a 25ºC durante 2 horas en ausencia 

(fijación basal) o en presencia (fijación estimulada) del agonista selectivo 5-HT1A 8-

OH-DPAT a 10 µM (Tocris, Bristol, UK) y de [35S]GTPγS a una concentración de 0,05 

nM. La selectividad de la respuesta inducida por el agonista fue confirmada 

coincubando secciones consecutivas en presencia del antagonista WAY 100635 a 10 

µM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rápido en el tampón de lavado (Tris-HCl 50 

mM a 4ºC), se realizaron 2 lavados consecutivos de 15 minutos en el mismo tampón a 

4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se procedió al secado 

mediante una corriente de aire frío. Para la definición del no-específico se utilizó 

GTPγS a 10 µM (Sigma, Missouri, USA) sin marcar radiactivamente. 

 

 

7.3.2. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT1B: estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγγγγS por el agonista 5HT1B/D GTI 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[35S]GTPγS fueron las descritas en protocolos previos (Sim et al. 1997) con ligeras 
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modificaciones. Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 minutos antes de 

comenzar el experimento para que se atemperaran. Se realizó una preincubación a 25ºC 

durante 20 minutos en el tampón de ensayo (Tris-HCl 50 mM, EGTA 0,2 mM, NaCl 

100 mM y MgCl2 3 mM, pH =7,7), seguida de una segunda preincubación a 25ºC 

durante otros 20 minutos, en el mismo tampón al que añadimos GDP 2 mM,  adenosín 

deaminasa 10 mU/ml y DTT 1 mM.  

 

 La incubación se realizó a 25ºC durante 2 horas en ausencia o presencia del 

agonista selectivo 5-HT1B/D GTI a 10 µM (Sigma, Missouri, USA) y de [35S]GTPγS a 

una concentración de 0,05 nM, en el mismo tampón que el de la segunda preincubación. 

La selectividad de la respuesta inducida por el agonista fue confirmada coincubando 

secciones consecutivas en presencia del antagonista selectivo de receptores 5-HT1B SB-

224289 a 10 µM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rápido en tampón de lavado 

(Tris-HCl 50mM a 4ºC), se realizaron 2 lavados consecutivos de 15 minutos en el 

mismo tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se 

procedió al secado mediante una corriente de aire frío. Para la definición del no-

específico se utilizó GTPγS a 10 µM sin marcar radiactivamente. 

 

 

7.3.3. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT2A: estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγγγγS por el agonista 5HT2A TCB-2 

  

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[35S]GTPγS fueron las descritas en protocolos previos (Sim et al. 1997) pero con 

modificaciones realizadas en nuestro laboratorio, en concreto disminuir la 

concentración de GDP de 2 a 1 mM para intentar cuantificar estimulación de la fijación 

de [35S]GTPγS por agonistas parciales o poco potentes, por lo tanto con la finalidad de 

aumentar la sensibilidad de la técnica. Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 

30 minutos antes de comenzar el experimento para que se atemperaran. Se realizó una 

preincubación a 25ºC durante 20 minutos en el tampón del ensayo (Tris-HCl 50 mM, 

EGTA 0,2 mM, NaCl 100 mM y MgCl2 3 mM, pH =7,7), y una segunda preincubación 
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a 25ºC durante otros 20 minutos, en el mismo tampón al que añadimos GDP 1 mM,  

adenosín deaminasa 10 mU/ml y DTT 1 mM.  

 

 La incubación se realizó a 25ºC durante 2 horas en ausencia o presencia del 

agonista selectivo 5-HT2A TCB-2 100 µM (Tocris, Bristol, UK) y [35S]GTPγS a una 

concentración de 0,05 nM, en el mismo tampón que el de la segunda preincubación. La 

selectividad de la respuesta inducida por el agonista TCB-2 fue confirmada 

coincubando secciones consecutivas en presencia del antagonista selectivo de receptores 

5-HT2A MDL 11,939 a 10 µM (Tocris, Bristol, UK). Tras un aclarado rápido en tampón 

de lavado (Tris-HCl 50 mM a 4ºC), se realizaron 2 lavados consecutivos de 15 minutos 

en el mismo tampón a 4ºC y posterior aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se 

procedió al secado mediante una corriente de aire frío. Para la definición del no-

específico se utilizó GTPγS a 10 µM sin marcar radiactivamente.  

 

 

7.3.4. Autorradiografía funcional del receptor CB1: estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγγγγS por el agonista CB1 WIN 55212-2 

 

 Las condiciones específicas utilizadas para los ensayos autorradiográficos con 

[35S]GTPγS fueron las descritas en protocolos previos (Sim et al. 1997) con ligeras 

modificaciones. Se sacaron los tejidos de su almacenaje a -80ºC, 30 minutos antes de 

comenzar el experimento para que se atemperaran. Se realizó una preincubación a 25ºC 

durante 20 minutos en el tampón del ensayo (Tris-HCl 50 mM, EGTA 0,2 mM, NaCl 

100 mM y MgCl2 3 mM, pH =7,7), y una segunda preincubación a 25ºC durante otros 

20 minutos, en el mismo tampón al que añadimos  GDP 2 mM,  adenosín deaminasa 10 

mU/ml, DTT 1 mM y BSA al 0,5%.  

 

 La incubación se realizó a 25ºC durante 2 horas en presencia del agonista 

cannabinoide WIN 55212-2 a 10 µM  y de [35S]GTPγS a una concentración de 0,05 nM, 

en el mismo tampón que el de la segunda preincubación. La selectividad de la respuesta 

inducida por el agonista WIN 55212-2 fue confirmada coincubando secciones 

consecutivas en presencia del antagonista selectivo de receptores CB1  SR141716A a 10 
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µM  (Sanofi Reserche, Montpellier, Francia a 10 µM (Tocris, Bristol, UK). Tras un 

aclarado rápido en tampón de lavado (Tris-HCl 50 mM y BSA 0,1% a 4ºC), se 

realizaron 2 lavados consecutivos de 15 minutos en el mismo tampón a 4ºC y posterior 

aclarado en agua destilada a 4ºC. Finalmente se procedió al secado mediante una 

corriente de aire frío. Para la definición del no-específico se utilizó GTPγS a 10 µM sin 

marcar radiactivamente. 

 

 

7.4. Generación de los autorradiogramas  

 

 Para la obtención de los autorradiogramas las secciones incubadas, una vez secas,  

fueron colocadas en íntima aposición a un film radiosensible a la radiación β (KODAK 

Biomax MR Film, Scientific Imaging Film, Nueva York, EEUU) en el interior de un 

chasis fotográfico (X-Omatic Regular, Kodak, EEUU) a 4ºC (Kuhar, 1985; Palacios et 

al. 1981). La exposición de las secciones incubadas se realizó conjuntamente con 

patrones radioactivos bien de tritio (3H-microscales, Amersham Pharmacia-Biotech, 

España) o de carbono (14C-microscales, Amersham Pharmacia-Biotech, España)  para 

las autorradiografías anatómicas y funcionales respectivamente y con las que se  

construyeron las curvas de calibración de densidades de gris (O.D.) versus  

radioactividad (nCi/mg o gr de tejido equivalente).   

  

 Finalmente, los films fueron revelados de forma convencional (revelado y fijador 

de Kodak, Madrid, España) obteniendo las imágenes autorradiográficas después de 

transcurridos los siguientes tiempos de exposición:  

 

a)  autorradiografías anatómicas de receptores y transportador: entre 2,5-3,5 meses. 

b) autorradiografías funcionales con concentraciones de GDP a 2 mM (5-HT1A, 5-HT1B 

y CB1): 48 horas. 

c) autorradiografías funcionales con concentraciones de GDP a 1 mM (5-HT2A): 24-36 

horas. 
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7.5. Análisis de los datos de los autorradiogramas 

 

 Las densidades autorradiográficas se determinaron por densitometría (densidad de 

gris vs. radiactividad) usando el programa Scion 4.03 Image Software (Scion 

Corporation, Maryland, USA). Se obtuvieron valores de densidad óptica relativa de las 

secciones (medidas bilaterales) y los valores fueron convertidos a nCi/mg de tejido (en 

los estudios de fijación al receptor de [3H]-ligandos) y nCi/g de tejido (en los estudios 

de estimulación de  la fijación de [35S]GTPγS). Las densidades autorradiográficas de los 

receptores y del transportador se expresan como fmol/mg de tejido equivalente 

(fmol/mg de tejido) y los datos de la fijación de [35S]GTPγS se presentan como 

porcentaje de la fijación basal de [35S]GTPγS tomado como el 100%. Los resultados 

autorradiográficos vienen representan como la media ±.E.E.M. de n animales por grupo 

experimental. 

 

 Para el análisis estadístico de los resultados autorradiográficos se usó un ANOVA 

de dos vías, realizando un test Student-Newman-Keuls como test post hoc para 

comprobar las diferencias entre los grupos bulbectomizados y control así como las 

diferencias entre grupos tratados con fluoxetina o no tratados, y la relación entre ambos. 

Se escogió una probabilidad de p menor o igual a 0.5 como nivel de significación 

estadística (GraphPad Prism 5.01 de GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

 

8. Estudios de fijación de radioligandos en homogenizados de 

membranas  

 

 Los resultados obtenidos, en los estudios autorradiográficos, sobre la 

funcionalidad del receptor CB1 en el cerebro del animal bulbectomizado y el efecto de la 

fluoxetina crónica plantearon la realización de ensayos complementarios en 

homogeneizados de membranas de corteza prefrontal (que a continuación se describen) 

con el fin de determinar la densidad máxima (Bmax) y afinidad del receptor CB1 así 
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como la eficacia (Emax) y potencia (EC50) del agonista cannabinoide WIN 55,212-2 

para estimular la fijación específica de [35S]GTPγS. 

 

 

8.1. Preparación de homogeneizados de membranas de corteza prefrontal  

 

 Una vez realizadas la pruebas conductuales, los animales fueron sacrificados 24 h 

después de la extracción de las minibombas osmóticas. Se extrajeron los cerebros, se 

disecó bilateralmente la corteza prefrontal y las muestras fueron posteriormente 

almacenadas a -80ºC hasta la preparación de los homogeneizados de membranas 

sinaptosomales.  

 

 Las muestras de corteza prefrontal fueron homogeneizadas (1:100 peso/vol) en un 

tampón frío (Tris HCl 50 mM , pH = 7,4, sucrosa 0,32 M, EGTA 1 mM, y leupeptina 25 

ug/ml). Los homogeneizados tisulares se centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a 4 
oC (centrífuga refrigerada tipo Sorvall RC-5B, rotor SE-12, DuPont, Newtown, CT, 

USA). El sobrenadante se centrifugó a 13.000 g durante 20 minutos a 4 oC. El pellet se 

resuspendió en tampón (Tris-HCl 50 mM pH = 7,4, MgCl2 3 mM, NaCl 100 mM, 

EGTA 1mM y DTT 1 mM) y fue recentrifugado a 13.000 g durante 20 minutos a 4 oC. 

El pellet final obtenido se almacenó a -80 oC hasta su uso para los experimentos de 

fijación de [35S]GTPγS y de fijación de [3H]-CP55,940. Se realizó La determinación de 

la cantidad de proteínas de las muestras empleadas en el ensayo (mg/ml) se realizó 

según el método propuesto por Lowry et al. (1951). 

 

 

8.2. Fijación de [3H]-CP55,940 en membranas de corteza prefrontal  

 

 Los experimentos de fijación se realizaron de acuerdo a la literatura previa 

(Hungund et al. 2004) incubando alícuotas de membranas de corteza prefrontal (10-20 

µg de proteína) en un volumen total de 250 µl con: tampón frío (Tris HCl 50 mM  a pH 

= 7,4, MgCl2 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1mM y DTT 1 mM), [3H]-CP55,940 
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(0,0125-3,2 nM), y BSA 1 % durante 1 hora a 37oC y usando tubos tratados con 

Sigmacote. La fijación no específica se definió con WIN 55,212-2 (10 µM).  

 

 La incubación se terminó añadiendo 2 ml de tampón de filtración (BSA 0,1 % en 

Tris-HCl 50 mM, pH = 7,4 a 4 oC) a los tubos de incubación, posterior filtración a  

través de filtros Whatman GF/C pretratados con polietilenimina (0,1%) y finalmente 3 

lavados con tampón (Brandel 24-position cell harvester; Brandel, Gaithersburg, 

Maryland, USA). La radioactividad contenida en los filtros se midió por espectroscopia 

en líquido de centelleo Ecoscint A (National Diagnosis, Atlanta, USA) mediante un 

contador de centelleo líquido Beckman LS 6000IC (Beckman Instruments Inc, CA, 

USA) durante un minuto. 

 

 

8.3. Estimulación de la fijación de [35S]GTPγγγγS en membranas de corteza prefrontal 

por el agonista CB1 WIN 55,212-2 

 

 Los experimentos de fijación de [35S]GTPγS se realizaron como está descrito en la 

literatura previa (González-Maeso et al. 2000) con ligeras modificaciones. Se incubó 

una alícuota de homogeneizados de membrana (50 µg de proteína) durante 2 horas a 

30oC en el tampón del ensayo (Tris-HCl 50 mM, MgCl2 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 

mM, DTT 1 mM , adenosín deaminasa 3 mU/m, pH = 7,4 y BSA 0,1%)  conteniendo 

GDP a 50 µM y [35S]GTPγS a 0,1 nM utilizando tubos tratados con Sigmacote. Se 

ensayó un amplio rango de concentraciones del agonista para el receptor CB1 WIN 

55,212-2 (10-9 a 10-3 M) para estudiar (potencia y eficacia) la estimulación fijación del 

[35S]GTPγS. La actividad basal fue determinada en ausencia de WIN 55,212-2, la 

fijación estimulada en presencia del agonista, y la fijación no específica en presencia de 

GTPγS a 10 µM. La especificidad farmacológica de la respuesta inducida por el 

agonista fue comprobada usando el antagonista selectivo CB1 SR141716A a 10 µM en 

presencia del agonista en los tubos correspondientes. Al final de la incubación, el 

filtrado y lavado de la mezcla se realizó de igual manera que la descrita anteriormente,  

en un tampón de filtrado (Tris-HCl 50 mM, pH = 7,4 a 4oC, BSA 0.1%) y usando filtros 

GF/C no pretratados. La radioactividad contenida en los filtros se midió por 
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espectroscopia en líquido de centelleo Ecoscint A (National Diagnosis, Atlanta, USA) 

mediante un espectrofotómetro de centelleo líquido Beckman LS 6000IC (Beckman 

Instruments Inc, CA, USA) durante un minuto. 

 

 

8.4. Análisis de datos 

 

 Los experimentos de fijación de [3H]-CP55,940 y de [35S]GTPγS en membranas 

de corteza prefrontal se llevaron a cabo usando triplicados y los resultados se expresan 

como la media ± E.E.M. de los n valores obtenidos de cada grupo experimental. La 

Bmax (fijación máxima, fmol/mg proteína) y KD (afinidad por el receptor, nM) para los 

estudios de fijación de [3H]-CP55,940, y Emax (máximo efecto estimulatorio expresado 

como porcentaje de la fijación basal) y pEC50 (potencia expresada como –logEC50) para 

los experimentos de fijación a [35S]GTPγS en membranas de corteza prefrontal fueron 

determinados por un análisis de regresión no lineal. Los análisis para los datos de las 

fijaciones de [3H]-CP55,940 y [35S]GTPγS se realizaron usando el programa GraphPad 

Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

 Como test estadístico para el análisis de estos datos se usó un ANOVA de dos 

vías, realizando un test Newman-Keuls como test post hoc, para comprobar las 

diferencias entre los grupos bulbectomizados y no bulbectomizados así como las 

diferencias entre grupos tratados con fluoxetina o no tratados, y la relación entre ambos. 

Se escogió una probabilidad de p menor o igual a 0,5 como nivel de significación 

estadística (GraphPad Prism 5.01, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

 

9. Estudios de hibridación in situ del receptor TrkB y del BDNF 

 

9.1. Pretratamiento de los tejidos para la hibridación in situ 

 

 Una vez realizadas la pruebas conductuales, los animales fueron sacrificados 24 

horas después de la extracción de las minibombas osmóticas mediante decapitación. Se 
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extrajeron los cerebros y fueron congelados rápidamente a -80 ºC hasta ser procesados. 

Se realizaron secciones cerebrales coronales en un criostato (20 µm) correspondientes a 

los niveles de la corteza prefrontal e hipocampo anterior (atlas de George Paxinos y 

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

fueron colocadas en portas especiales para la técnica de hibridación in situ.  

 

 Los tejidos se sometieron a los siguientes tratamientos antes de realizar los 

experimentos de hibridación: 5 minutos en paraformaldehído 4% a 4º C, 2 dipping en 

PBS 1% (tampón fosfato salino 10x: NaCl 1,3 M, Na2HPO4 70 mM y NaH2PO4 30 mM; 

dilución a 1x en H2O-DEPC autoclavada (1 litro H2O + 1 ml DEPC 

(dietilpirocarbonato)), 10 min en TEA/AA (TEA: 19,5 g de trietanolamina y 9 g de  

NaCl en 1 litro de H2O-DEPC y  2,50 ml de acético anhidro, pH= 8), 1 min en EtOH 

70%,  1 min en EtOH 80%,  2 min en EtOH 95%, 1 min en EtOH 100%, 10 min en 

cloroformo, 1 min en EtOH 100%, 1 min en EtOH 95%, secado con aire frío y 

almacenamiento a -20º C. 

 

 

9.2. Marcado de la sonda 

 

 La solución stock de la sonda se preparó añadiendo a la sonda comercial 

(liofilizada) la cantidad de H2O-DEPC necesaria para tener una concentración final de 

200 pmoles/µl (según la cantidad de sonda que viene indicada en el bote). Se guardó a 

una temperatura de -20ºC. Para trabajar, hicimos una dilución 1:100 de la sonda, 

resultando una concentración final de 2 pmoles/µl, que fue guardada a -20ºC. Para 20 

portaobjetos se preparó la siguiente mezcla de incubación: 1,5 µl sonda, 6 µl H2O-

DEPC autoclavada, la incubación se realizó a 65º C durante 5 min tras lo que se detuvo 

en hielo. Se añadió el resto de los componentes para la reacción de marcado: 2,5 µl 

buffer de la enzima 5x, 2 µl α35S dATP (desoxiadenosina 5’-[α-thio]trifosfato, [35S] 

(New Research Products, Dupont), 0,5 µl transferasa terminal (TdT) (Promega) (30 

U/µl; añadimos en nuestra reacción 15 U). El volumen final fue de 12,5 µl. Se mantuvo 

la reacción en baño a 37ºC durante 1 h. Se detuvo la reacción añadiendo 87,5 µl de 

H2O-DEPC autoclavada para alcanzar un volumen final de 100 µl. 
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9.3. Purificación de la sonda  

 

 Para ello se utilizaron columnas MicroSpin G-50 (GE Healthcare, 

Buckinghmashire, UK) y posterior centrifugación durante 1 min a 3300 rpm. Se añadió 

en cada una de las columnas 50 µl de la reacción de marcado. Se centrifugó de nuevo 

durante 2 min a 3300 rpm. Para determinar las cpm/µl de sonda, muestras de 1 µl fueron 

cuantificadas en un contador de centelleo, asegurándonos de que la actividad específica 

de la sonda fuera superior a 109 cpm/µg. Finalmente, la sonda marcada se guardó en el 

congelador (-20ºC) hasta el momento de su utilización. 

 

9.4. Ensayo de hibridación 

 

 Tras proceder a la atemperación de los portas, se preparó la mezcla de hibridación, 

teniendo en cuenta que para cada porta positivo (marcaje específico) se necesitó: 200 µl 

de buffer de hibridación (ver buffer de hibridación), 4 µl de DTT a 1M, 250000 cpm de 

sonda, DTT 1,54 g en 10 ml en H2O-DEPC autoclavaza (se guardó en alícuotas a –

20ºC).  En el caso de portas negativos (marcaje no específico) necesitamos: 200 µl de 

buffer de hibridación, 4 µl de DTT 1M, 250.000 cpm de sonda + 200 veces la cantidad 

de sonda que añadimos para hacer el positivo, pero sin marcar. Se añadieron 200 µl de 

la mezcla de hibridación en cada porta, extendiéndola bien por toda la superficie. Se 

colocaron los portaobjetos en una caja de hibridación con constante grado de humedad, 

que metimos en el horno de hibridación durante toda la noche a 42ºC.  

 

Protocolo para el buffer de hibridación de oligonucleótidos 

 

Se prepararon 10 ml SSC 20x (NaCl 3 M, citrato sódico 0,3 M (Panreac, Barcelona, España), pH = 7,0 

filtrado, tratado con DEPC y autoclavado), 2,5 ml de fosfato sódico (Panreac, Barcelona, España) pH = 

7,0, 5 g de dextran sulfato (Panreac, Barcelona, España), 0,5 ml de pirofosfato sódico (Panreac, 

Barcelona, España) 0,1 M, 5 ml de solución Denhardt’s 50x (5 g de polivinilpirrolidona, 5 g de BSA, 5 g 

de Ficoll (Panreac, Barcelona, España) 400 en 500 ml de H2O-DEPC), 1 ml de 10 mg/ml de DNA de 

esperma de salmón (Sigma,  Missouri, USA), 1 ml de 5 mg/ml de ácido poliadenílico (poliA) (Sigma, 

Missouri, España), 50 µl de 120 mg/ml de heparina (Panreac, Barcelona, España), 25 ml de formamida 

desionizada 
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9.5. Lavado de los portas 

 

 Al día siguiente, se procedió a los lavados, usando 2 litros de buffer de lavado a 

50ºC: 200 ml SSC 20x, 8 ml DTT 1M, y H2O. Se sumergieron los portas en un tampón 

de lavado a temperatura ambiente. Se colocaron los portaobjetos en cestillas de vidrio, 

que se introdujeron en el buffer de lavado a 50ºC, con agitación moderada, durante 30 

min. Transcurrido este tiempo se pasó la cestilla a otra cubeta con buffer de lavado 

durante otros 30 min en las mismas condiciones que antes. Tras esto se pasó la cestilla 

por los siguientes lavados a temperatura ambiente, 5 min cada uno: SSC 1x, SSC 0,1x, 

H2O-DEPC, Etanol al 80%, Etanol al 96% 1 min. Secado de los portas, y exposición a 

films sensibles durante 4-5 días a temperatura ambiente. 

 

 

9.6. Cuantificación densitométrica y análisis estadístico  

 

 Las densidades de gris de las imágenes se determinaron por densitometría usando 

el programa Scion 4.03 Image Software (Scion Corporation, Maryland, USA). Se 

obtuvieron valores de densidad óptica relativa de las secciones, no convertidas a valores 

reales de concentración debido a que la hibridación in situ es una técnica que solos 

permite una valoración semicuantitativa.  

 

 Todos los datos se representan como la media + E.E.M. de n animales por grupo 

experimental. Los datos se analizaron usando un test ANOVA de dos vías para observar 

las diferencias entre los cuatro grupos experimentales y para observar la posible 

relación entre las variables cirugía (bulbectomizado/no bulbectomizado) y tratamiento 

(fluoxetina/no fluoxetina) seguido de un test post hoc Newman-keuls y usando el 

programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). La 

significación estadística elegida fue p < 0.05. 
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10. Estudios de expresión de proteínas en hipocampo (Western-Blot) 

 

10.1. Preparación de tejidos 

 

 Una vez realizadas la pruebas conductuales, los animales fueron sacrificados 24 

horas después de la extracción de las minibombas osmóticas mediante decapitación. Se 

extrajeron los cerebros y se diseccionaron los hipocampos, rápidamente congelados a -

80 ºC.  El día del ensayo, todas las muestras se descongelaron y homogeneizaron (1:15, 

500-600 µl aprox.) usando un Potter (Kinematica, Suiza) (15 veces, 800 rpm) y después 

se realizó un lisado durante 30 minutos en hielo y en un tampón de lisado (Hepes-HCl 

10 mM (Panreac, Barcelona, España), pH = 7,9; MgCl2 1.5 mM, KCl 10 mM (Panreac, 

Barcelona, España), Igepal 1% (Sigma, Missouri, USA); deoxicolato de sodio 0.1% 

(Sigma, Missouri, USA), SDS 0.2% (Sigma, Missouri, USA) y Tween-20 0.1% (Sigma, 

Missouri, USA)) conteniendo los siguientes inhibidores de proteasas y fosfatasas: 

PMSF 1 mM (Sigma, Missouri, USA); aprotinina 10 µl/ml (Sigma, Missouri, USA); 

leupeptina 10 µg/ml (Amersham, Buckinghamshire, UK); pepstatina A 10 µg/ml 

(Sigma, Missouri, USA); antipain 10 µg/ml (Sigma, Missouri, USA); quimostatina 10 

µg/ml (Sigma, Missouri, USA); vanadato de sodio 1 mM (Sigma, Missouri, USA); 

fosfato de sodio 1 mM (Sigma, Missouri, USA); cantaridina 1 mM (Sigma, Missouri, 

USA); y E-6410 µM (Sigma, Missouri, USA). Se centrífugo a 14.000 g durante 10 

minutos a 4 ºC y se recogieron las proteínas solubilizadas en el sobrenadante. Se realizó 

la determinación de proteínas de los homogeneizados según el método propuesto por 

Lowry et al. (1951). 

 

 

10.2. Preparación de geles de acrilamida 

 

Preparación del gel de separación  

 

Componentes    8,5%   10% 

 Agua destilada                4,255 ml  4,650 ml 

 30% acrilamida-bis.  2,430 ml 3.600 ml 

 Tampón de separación 4X               2,310 ml  2,850 ml 
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 10% persulfato de amonio(APS)           136 µl     168 µl 

 Temed           6 µl                   7,5 µl  

 

Tampón de separación 4X (90,85 g Tris HCl, 20 ml SDS 10 %, pH = 8,8, en un 

volumen  de 500 ml.)  

 

 

10.3. Electroforesis y transferencia 

 

 Se vertió el gel entre los 2 cristales del sistema, sobre el que echamos agua 

destilada hasta que polimerizó. Se eliminó el agua restante y se vertió el stacking gel. 

 

Composición del stacking gel: ((Agua destilada 1,5 ml, 30 % acrilamida-bis. 450 µl (Biorad, 

California, USA), tampón stacking gel 4X 670 µl (30,3 g Tris HCl, 20 ml SDS 10 %, pH = 6,8 

para un volumen de 500 ml.), APS (USB, Buckinghamshire, UK) 10 % 42 µl, rojo fenol 5 µl 

(Sigma, Missouri, USA) y Temed 7,5 µl (Sigma, Missouri, USA)) hasta el borde del peine. 

 

 Se colocó el gel en el módulo de ensamblaje, que se introdujo en el tanque, 

rellenando la cámara superior con tampón de migración 1X hasta el borde (tampón de 

migración 10X ((30 g de Tris, 144 g de glicina, 100 ml SDS (USB, Buckinghamshire, 

UK) 10 % y 900 ml de agua destilada para un volumen total de 1 ml)). Se rellenó la 

cubeta con tampón de migración 1X hasta la mitad. Se retiró el peine, lavando los 

pocillos para eliminar cualquier resto de acrilamida. Se incluyeron 35 µg de proteína en 

SDS-PAGE (10% en todas salvo en TrkB 8,5%). Se puso en marcha la electroforesis 

(100 V 15min seguido de 160 V 50min). Acabada la migración, se extrajo el gel, que se 

sumergió en tampón de transferencia (200 ml de tampón de trisglicina 10 X, 400 ml de 

metanol (Scharlau, Barcelona, España) y 1400 ml de agua destilada para un volumen de 2 

litros). Tampón de trisglicina 10X ((30 g de Tris, 144 g de glicina (Sigma, Missouri, España) y 

1 litro de agua destilada))  durante 30 minutos en agitación, junto con 2 papeles de filtro y 

1 membrana (PVDF o nitrocelulosa en el caso de pCREB). Se montó el sistema de 

transferencia, rellenando la cubeta con tampón de transferencia frío, en hielo. Se colocó 

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

 

 Finalizada la transferencia, se bloqueó la unión a los sitios de fijación 

inespecíficos de anticuerpos durante 1 hora a temperatura ambiente en 5 % de leche en 

polvo desnatada, y en caso de proteínas fosforiladas, se bloqueó con 3 % de leche en 

polvo más 200 µl de vanadato de sodio y 100 µl de fosfato de sodio por cada 100 ml de 

leche como inhibidores. Posteriormente, se procedió a la incubación con los siguientes 

anticuerpos primarios durante toda la noche: anti-β-catenina de ratón (1:1000), anti-

AKT1 de ratón (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc. Heidelberg, Germany), anti-

ERK1/2 de conejo (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Inc), anti-pERK1/2 de ratón (1:10 

000; Sigma), anti-CREB de conejo (1:1000; Upstate, Charlottesville, VA), anti-pCREB 

de conejo (1:1000; Upstate), anti-GAPDH de ratón (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, 

Inc) anti-TrKb (1:500; Abcam). Pasada la noche, y tras tres lavados en TBS-T (TBS 

(158 ml NaCl 5M, 105 ml Tris 1 mM y 5 litros de agua destilada/0.05% Tween 20) las 

membranas se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de 

rábano durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios se detectaron con el kit avanzado 

ECL (GE Healthcare Europe GmbH, Munich, Germany).  

 

 

10.5. Cuantificación densitométrica y análisis estadístico 

 

 Las cuantificaciones de las bandas se llevaron mediante densitometría 

semicuantitativa con el programa informático Scion Image 4.03 (Scion Corporation, 

Maryland, USA). Los valores densitométricos obtenidos con estos anticuerpos se 

normalizaron con los valores obtenidos con los anticuerpos anti-GAPDH para corregir 

cualquier posible desviación en la carga de las proteínas.  

 

 Los datos se analizaron usando un test t de Student en aquellos casos en los que 

sólo se analizaron las diferencias entre grupos bulbectomizados y no bulbectomizados, 

mientras que se utilizó un test ANOVA de dos vías para observar las diferencias en el 

caso de los cuatro grupos experimentales y para observar la posible relación entre las 

variables cirugía (bulbectomizado/no bulbectomizado) y tratamiento (fluoxetina/no 
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fluoxetina) seguido de un test post-hoc Newman-keuls usando el programa GraphPad 

Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). La significación estadística 

elegida fue p < 0.05. 

 

 

11. Inmunohistoquímica de β-catenina por DAB en hipocampo de rata 

 

11.1. Preparación de los tejidos 

 

 Tras la anestesia (pentobarbital sódico, 50 mg/kg, i.p.; 2% pentobarbital en una 

dilución de 10% etanol, 70% H2Od y 20% propilenglicol) y una vez sacrificados, los 

animales se perfundieron vía transcardiaca con 200 ml de suero salino (0,9 %) seguido 

de 200 ml de paraformaldehído al 4% en tampón fosfato salino (PBS; 90% H2Od, 10% 

PBS 10x) para fijar los tejidos. Después de la perfusión, se extrajeron los cerebros que 

fueron post-fijados durante la noche a 4 oC y posteriormente transferidos a una solución 

de sacarosa al 30% en PBS 1x a 4 oC.  Una vez fijado el tejido, se obtuvieron los cortes 

sagitales (45 µm) a nivel del hipocampo (fig. 26 a 40 del Paxinos y Watson 1986) 

mediante un microtomo criostático (20 cortes por bote como máximo) y se mantuvieron 

los cortes en 2 ml de solución crioprotectora (25% etilenglicol, 25% glicerol, PBS 10x, 

40% H2Od) a -20ºC durante al menos 24 horas. 

 

 

11.2. Inmunohistoquímica de β-catenina 

 

 Las muestras se lavaron tres veces con PBS durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se incubó más tarde con la solución desenmascarante de antígenos Vector H-

3300 durante 20 minutos en una freidora a 97ºC. Después, se lavaron las muestras tres 

veces con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron con H2O2 al 1% 

en PBS 1x durante 30 minutos a temperatura ambiente para eliminar la peroxidasa 

endógena. Una vez incubadas, se lavaron tres veces con PBS durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se incubaron las muestras con PBS-TS (normal serum 5% 

+tritón 0,2%) durante 30 minutos. Después, se incubaron las muestras con el anticuerpo 
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primario a 4oC durante toda la noche: mouse anti-β-catenina 1:500 (Santacruz) en PBS-

T. Se lavaron las muestras cinco veces con PBS durante 5 minutos a temperatura 

ambiente.  

 

 Después se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado donkey anti mouse 

(Vector) 1:200 en PBS-TS durante 2 horas a temperatura ambiente  dilución 1:250. 

Después de 5 lavados con PBS durante 5 a temperatura ambiente, se incubó con el 

reactivo Vectastain durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

realizaron dos lavados con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguidos de 

tres lavados más con Tris-HCl durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se incubó 

después con el kit DAB de Vector durante a temperatura ambiente. Tras realizar tres 

lavados con agua destilada durante 5 minutos a temperatura ambiente, se extendieron 

las muestras y fueron montadas sobre portaobjetos gelatinizados.  

 

 La inmunohistoquímica de β-Catenina se llevó a cabo en secciones adyacentes a 

las usadas en el estudio de expresión de  BrdU. 

 

 

11.3. Cuantificación y análisis estadístico 

 

 El recuento de grupos de células que proliferaron se realizó a lo largo de toda la 

capa subgranular del hipocampo en una de cada 6 secciones de 45 µm y en uno de los 2 

hemisferios cerebrales. Los datos se analizaron usando un test ANOVA de dos vías para 

observar las diferencias entre los cuatro grupos experimentales y para observar la 

posible relación entre las variables cirugía (bulbectomizado/no bulbectomizado) y 

tratamiento (fluoxetina/no fluoxetina) seguido de un test post hoc Newman-Keuls 

usando el programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). La 

significación estadística elegida fue p < 0.05. 
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12. Estudios de neurogénesis: inmunofluorescencia de BrdU en 

hipocampo de rata 

 

12.1. Preparación de tejidos 

 

 Para estudiar el número de células del hipocampo que proliferaban y sobrevivían, 

se administró Bromodeoxiuridina (BrdU; Sigma, Missouri, USA) cuatro veces (cada 2 

horas) 75 mg/kg. intraperitoneal (i.p.) en solución salina al 0,9% de NaCl el último día 

de tratamiento con fluoxetina. Para la obtención y preparación de los tejidos se siguió el 

mismo procedimiento que se ha descrito para la inmunohistoquímica de β-catenina.  

  

 

12.2. Inmunofluorescencia de la BrdU  

 

 La inmunofluorescencia del BrdU se realizó siguiendo el protocolo de Malberg et 

al. (2000) con ligeras modificaciones. Las muestras fueron lavadas tres veces con PBS 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se incubaron con  HCl 2N durante 

30 minutos a 37oC y posterior lavado tres veces con PBS durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se realizó otra incubación con ácido bórico 0,1 M durante 10 

minutos a temperatura ambiente y posteriores 3 lavados con PBS durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se realizó una incubación con PBS-TS (suero de cabra 5% + 

tritón 0,2%) durante 30 minutos seguida de incubación con el anticuerpo primario a 4oC 

durante toda la noche: rat anti-BrdU (Serotec) 1:600 en PBS-T. Transcurrida la noche, 

se lavaron las muestras con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente y se 

incubaron con el anticuerpo secundario Texas Red donkey anti rat (Jackson) 1:200 en 

PBS-TS (normal serum 5% + tritón 0.2%) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Transcurrido ese tiempo, se lavaron las muestras cinco veces con PBS durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Se incubó con DAPI 1:1000 en PBS durante 5 minutos 

a temperatura ambiente. Tras esta última incubación, se lavaron las muestras con PBS 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar, se extendieron y montaron los 

cortes con medio de montaje para fluorescencia “Prolong” sobre portaobjetos 

gelatinizados. 



Material y Métodos 

 109 

12.3. Cuantificación y análisis estadístico 

 

 Se procesó y montó una de cada seis secciones del hipocampo para proceder a la 

cuantificación. Para esta cuantificación de células BrdU+ se siguió un protocolo de 

estereología modificado, a partir de Eisch et al. (2000) y de Malberg et al. (2000) 

debido a que las células BrdU+ son relativamente raras en la zona subgranular del giro 

dentado. Las células BrdU+ fueron contadas por un experimentador “ciego” en un 

microscopio (Carl Zeiss Axioskop 2 Plus) a un aumento de 400×, excluyendo aquellas 

coincidentes al plano superior o más de dos células fuera de la zona subgranular 

(principio del disector óptico). Fueron usadas unas 10-12 secciones por cada cerebro, y 

se contaron una media de 660 ± 183 (media ± S.D.) células por animal. El número total 

de células BrdU+ por sección se determinó multiplicando por seis para obtener el 

número total de células marcadas por hipocampo.  

 

 Los datos se analizaron mediante test ANOVA de dos vías para observar las 

diferencias entre los cuatro grupos experimentales y para observar la posible relación 

entre las variables cirugía (bulbectomizado/no bulbectomizado) y tratamiento 

(fluoxetina/no fluoxetina) seguido de un test post hoc Newman-keuls usando el 

programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). La 

significación estadística elegida fue p < 0,05. 
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1. Alteraciones conductuales inducidas por la bulbectomía olfatoria 

bilateral en la rata 

 

 

1.1. Evaluación conductual a los 15 días de la bulbectomía olfatoria  

 

 Todos los parámetros conductuales analizados se evaluaron siempre transcurridas 

dos semanas desde la cirugía (bulbectomía y sham-operation). De acuerdo a la 

literatura, se considera que a la dos semanas postbulbectomía se han desarrollado y se 

manifiestan plenamente las alteraciones conductuales, y neuroquímicas propias del 

síndrome de bulbectomía olfatoria en la rata. Esta confirmación conductual la hemos 

realizamos en todos los animales de todas las series experimentales abajo reseñadas y, 

siempre antes de comenzar el tratamiento crónico con fluoxetina. Los datos que a 

continuación mostramos proceden de la evaluación conductual, a los 15 días 

postcirugía, de animales control (sham-operated, CO) y bulbectomizados (OB) de una 

de esas series experimentales y son representativos de todas ellas.  

 

 Se observaron y cuantificaron diversos parámetros conductuales en el test del 

campo abierto, a intervalos de un minuto, durante cada sesión de 5 minutos: las 

deambulaciones (número de cuadrículas cruzadas con las cuatro patas, bien centrales, 

periféricas o ambas), los alzamientos (alzamientos sobre las patas traseras en actitud 

exploratoria), los acicalamientos (uso de patas o lengua para limpiarse) y el número de 

defecaciones (el número de bolos fecales).  

 

 

1.1.1. Deambulaciones 

 

 Se registraron las deambulaciones periféricas, centrales y totales por minuto así 

como el total de deambulaciones durante la sesión del test del campo abierto (5 

minutos) para cada uno de los animales de los dos grupos experimentales de estudio 

(CO, control; OB, bulbectomizados).  
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 Cuando comparamos el número de las deambulaciones totales por minuto entre 

los dos grupos experimentales del estudio (control y bulbectomizados), podemos 

observar (fig. 1) que en todos los minutos de la sesión del campo abierto (5 minutos) se 

aprecian diferencias significativas en el número de deambulaciones totales entre ambos 

grupos, si bien no parece haber diferencias entre los dos grupos con respecto al curso 

temporal en que se produce el número de deambulaciones totales (minuto 1: p= 0.0156; 

minuto 2: p= 0.0017; minuto 3: p= 0.0404; minuto 4: p= 0.0027; minuto 5: p= 0.0172).  
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Figura 1. Gráfica correspondiente al número de deambulaciones totales por 

minuto efectuadas por los animales control (CO) y bulbectomizados (OB) 

durante una sesión de 5 minutos en el test del campo abierto realizado a los 15 

días postcirugía. Los datos representan las medias ± E.E.M. *p < 0,05; **p < 

0.01 vs. animales control (test t Student) (CO= 8, OB= 8). 

 

 

  Del mismo modo, cuando representamos el número total de deambulaciones 

(periféricas y centrales) durante toda la sesión del campo abierto (5 minutos), podemos 

observar (fig. 2), que el número de deambulaciones totales es significativamente mayor 

en los animales bulbectomizados en comparación con los animales control (p= 0.0023).  
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Figura 2. Gráfica correspondiente al número de deambulaciones totales 

efectuadas por los animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a los 15 

días postcirugía durante el total de los 5 minutos del test de campo abierto. 

Los datos representan las medias ± E.E.M. ** p< 0.01 vs. animales control 

(test t Student) (CO= 8, OB= 8). 

 

 

 Cuando distinguimos entre deambulaciones periféricas y centrales, y 

cuantificamos únicamente el número de deambulaciones centrales, parámetro que está 

inversamente relacionado con el nivel de ansiedad de los animales, observamos que los 

animales bulbectomizados presentan una tendencia a atravesar menos las cuadrículas 

centrales, pero sin llegar a ser significativo (p= 0.17) (fig. 3), probablemente debido a la 

gran variabilidad interserie e interindividual observada para este parámetro.   
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Figura 3. Gráfica correspondiente al número de deambulaciones centrales 

efectuadas por los animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a los 15 

días postcirugía durante el total de los 5 minutos del test de campo abierto. 

Los datos representan las medias ± E.E.M. (CO=14, OB=16). 
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 Estos resultados anteriores demuestran y confirman la principal alteración 

conductual inducida por la bulbectomía olfatoria bilateral, que es la presencia de 

hiperactividad en el test de campo abierto como lo indica el claro y significativo 

incremento en el número de deambulaciones totales. Por su parte, la tendencia a la 

disminución en el número de deambulaciones centrales tras la bulbectomía reflejaría  la 

existencia de ese componente de ansiedad que también parece asociarse 

secundariamente a este modelo animal de depresión. 

 

 

1.1.2. Alzamientos 

 

 Cuando representamos el número total de alzamientos en el campo abierto 

podemos observar (fig. 4) que el número de alzamientos es significativamente mayor en 

los animales bulbectomizados que en los animales control (p= 0.0263). Este aumento de 

los alzamientos, que refleja un aumento de la actividad exploratoria de los animales 

bulbectomizados, es otro parámetro característico de la hiperactividad/ansiedad presente 

en este modelo animal de depresión. 
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Figura 4. Gráfica correspondiente al total de alzamientos efectuados por los 

animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a los 15 días postcirugía 

durante el total de los 5 minutos del test de campo abierto. Los datos 

representan las medias ± E.E.M. *p< 0.05 vs. animales control (test t Student) 

(CO=8, OB=8). 
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1.1.3. Acicalamientos 

 

 Podemos observar (fig. 5) cómo el número de acicalamientos en los animales 

bulbectomizados es menor que en los animales control, aunque las diferencias no son 

estadísticamente significativas (p= 0.1298). Aunque en alguna serie experimental la 

diferencia fue significativa, el hallazgo más frecuente es el que aquí se muestra, debido 

a la gran variabilidad interserie e interindividual de este parámetro.  El hecho de que los 

animales bulbectomizados presenten esa menor tendencia al número de acicalamientos 

es otra muestra del componente de ansiedad que presentaría este modelo animal de 

depresión. 
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Figura 5. Gráfica correspondiente al total de acicalamientos efectuados por los 

animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a los 15 días postcirugía 

durante el total de los 5 minutos del test de campo abierto. Los datos 

representan las medias ± E.E.M. (CO=8, OB=8). 

   

 

1.1.4. Defecaciones 

 

 En cuanto al número de defecaciones (fig. 6) hemos observado cómo el registro de 

bolos fecales en los animales bulbectomizados (parámetro que reflejaría la activación 

vegetativa inducida por la ansiedad) fue mayor que en los animales control, aunque las 

diferencias no son estadísticamente significativas (p= 0.1473). En alguna serie 

experimental la diferencia fue significativa, pero el hallazgo más frecuente es el que 

aquí se muestra (gran variabilidad interserie e interindividual).  
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Figura 6. Gráfica correspondiente al total de defecaciones (número de bolos 
fecales) de los animales control (CO) y bulbectomizados (OB) a los 15 días 
postcirugía durante el total de los 5 minutos del test de campo abierto. Los 
datos representan las medias ± E.E.M. (CO=8, OB=8). 

 

 

1.2. Patrón temporal del síndrome de bulbectomía olfatoria: evaluación conductual 

a los 15, 30, 45 y 90 días postcirugía 

 

  

 Con la finalidad de determinar si el síndrome de bulbectomía persistía a lo largo 

del tiempo se realizó una evaluación conductual del número de deambulaciones totales 

en las ratas bulbectomizadas y control en puntos temporales después de la cirugía. Se 

evaluó la conducta en el campo abierto (representándose aquí el número de 

deambulaciones totales) hasta 3 meses después de la cirugía. Por lo tanto, la evaluación 

conductual se hizo a los 15 días tras la operación de bulbectomía y posteriormente a los 

30, 45 y  90 días.  

 

 Como podemos observar en la figura correspondiente (fig. 7), en todos los puntos 

temporales analizados se aprecian diferencias significativas en el número de 

deambulaciones totales entre ambos grupos, confirmando que el síndrome de 

bulbectomía olfatoria bilateral persiste, al menos para este parámetro de hiperactividad, 

durante todo este largo período de tiempo. 
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Figura 7. Gráfica correspondiente al número de deambulaciones totales 

efectuados por los animales control (CO) y bulbectomizados (OB) en el test del 

campo abierto realizado en distintos puntos temporales a lo largo de un período 

de tres meses potscirugía. Los datos representan las medias ± E.E.M. ***p< 

0.001 vs. animales control (test t Student). (día15-CO=8, OB=12; día30-CO=5, 

OB=4; día45-CO=8, OB=13; día90-CO=8, OB=9). 

 

 

2. Efecto del tratamiento crónico con fluoxetina sobre las alteraciones 

conductuales inducidas por la bulbectomía olfatoria bilateral en rata 

 

 Una vez confirmado el síndrome de bulbectomía olfatoria mediante la realización 

del test del campo abierto (15 días postcirugía), los animales se trataron crónicamente 

con el antidepresivo fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días), inhibidor selectivo de la 

recaptación de serotonina, y transcurrido este tiempo se evaluaron los efectos que la 

misma produjo sobre los parámetros conductuales registrados en el test del campo 

abierto para los diferentes grupos de experimentación (CO=control sin tratamiento, 

COF=control con fluoxetina, OB= bulbectomizado sin tratamiento, OBF= 

bulbectomizado con fluoxetina).  

 

 De nuevo, los datos que a continuación  mostramos proceden de la evaluación 

conductual después de cuatro semanas postcirugía (14 días postratamiento) de animales 

control y bulbectomizados, con y sin tratamiento con fluoxetina de una de esas series 

experimentales, y son representativos de todas ellas.  
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2.1. Deambulaciones  

 

 Como se observa en la figura 8, el número de deambulaciones totales en los 

animales bulbectomizados fue significativamente mayor que en los animales control 

(q=12.16, p< 0.001), aunque el tratamiento crónico con fluoxetina disminuyó el número 

de deambulaciones totales (q=14.93, p< 0.001) hasta unos valores equivalentes a los 

observados en las ratas control (q=1.463, p> 0.05). ). Las mayores fuentes de variación 

según el análisis ANOVA de dos vías son las variables tratamiento [ANOVA 

tratamiento: F(3,25)=65.63, p< 0.001], cirugía [ANOVA cirugía: F(3,25)=45.01, p< 

0.001] y la interacción entre ambas variables [ANOVA interacción: F(3,25)=52.11, p< 

0.001]. Estos datos demuestran que la fluoxetina administrada crónicamente revierte la 

hiperactividad característica del síndrome de bulbectomía olfatoria bilateral en la rata. 

Este es un efecto propio del animal bulbectomizado puesto que, como podemos apreciar 

(fig. 8), después de la administración crónica de fluoxetina en los animales control no se 

observa cambio conductual alguno en el test del campo abierto.  
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Figura 8. Gráfica correspondiente al número  de deambulaciones totales efectuadas 

por los animales control y bulbectomizados en el test del campo abierto a las 4 

semanas postcirugía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 

días).  Los datos representan las medias ± E.E.M. *** p< 0.001 vs. animales control, 
+++p<0.001 vs. animales bulbectomizados sin tratamiento (test ANOVA de dos vías 

seguido por un análisis post hoc Newman-Keuls). (CO= 5, COF=8, OB=4, OBF=9). 

 

 



Resultados 

 121 

2.2. Alzamientos 

 

 Como se observa en la figura 9, el número de alzamientos realizados por los 

animales bulbectomizados es significativamente mayor que el de los animales control 

(q=3.466, p< 0.05), aunque el tratamiento crónico con fluoxetina disminuyó el número 

de alzamientos (q=6.055, p<0.001) hasta unos valores equivalentes a los observados en 

ratas control (q=2.907, p> 0.05). La mayor fuente de variación según el análisis 

ANOVA de dos vías es la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,44)=15.45, 

p<0.001]. Estos resultados demuestran que el tratamiento crónico con fluoxetina 

revierte el aumento en la actividad exploratoria característica del síndrome de 

bulbectomía olfatoria, mientras que no hay efectos significativos en los animales 

control. 
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Figura 9. Gráfica correspondiente al número  de alzamientos efectuados por los 

animales control y bulbectomizados en el test del campo abierto a las 4 semanas 

postcirugía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días).  

Los datos representan las medias ± E.E.M. *p< 0.05 vs. animales control, +++p< 0.001 

vs. animales bulbectomizados sin tratamiento (test ANOVA de dos vías seguido por 

un análisis post hoc Newman-Keuls). (CO= 14, COF= 8; OB= 13, OBF= 10). 

  

 

2.3. Acicalamientos 

 

 Como se observa en la figura 10, no hay diferencias en el número de 

acicalamientos entre los cuatro grupos de experimentación tras el tratamiento crónico 

con fluoxetina. Sin embrago, cuando realizamos un análisis estadístico de comparación 
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de dos grupos experimentales (t de Student no pareada), podemos observar como el 

tratamiento crónico con fluoxetina incrementa de forma significativa el número de 

acicalamientos en los animales control (p = 0.0322 vs. control no tratados), pero no en 

los animales bulbectomizados.   
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Figura 10. Gráfica correspondiente al número de acicalamientos efectuados 

por los animales control y bulbectomizados en el test del campo abierto a las 4 

semanas postcirugía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día, 

s.c., 14 días).  Los datos representan las medias ± E.E.M. (CO= 14, COF= 8; 

OB= 13, OBF= 10).  

   
 

 

2.4. Defecaciones 

 

 Como se observa en la figura 11, no hay ninguna diferencia significativa entre 

animales control y bulbectomizados con respecto al número de defecaciones, pero sí 

existe una tendencia al aumento en el número de las defecaciones en ambos grupos de 

animales tras el tratamiento crónico con fluoxetina. De hecho, si realizamos un análisis 

estadístico de comparación entre dos grupos experimentales (test t Student no pareada), 

el tratamiento crónico con fluoxetina incrementa de forma significativa el número de 

bolos fecales tanto en los animales control (p= 0.0218 vs. animales control no tratados) 

como en los animales bulbectomizados (p = 0.0405 vs. animales bulbectomizados no 

tratados).  
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Figura 11. Gráfica correspondiente al número  de defecaciones efectuadas (número 

de bolos fecales) de los animales control y bulbectomizados en el test del campo 

abierto a las 4 semanas postcirugía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina (10 

mg/kg/día, s.c., 14 días). Los datos representan las medias ± E.E.M. (CO= 14, 

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

 

 

3. Estudios autorradiográficos anatómicos y funcionales  

 

 Con el fin de analizar la expresión y funcionalidad de varios subtipos de 

receptores serotonérgicos y de los receptores cannabinoides CB1 así como la expresión 

del transportador de serotonina (5-HTT) en el cerebro de la rata bulbectomizada y su 

modulación después del tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina (10 

mg/kg/día, s.c., 14 días), se procedió a realizar diferentes ensayos de fijación de 

ligandos específicos marcados radioactivamente a secciones cerebrales.  

 

 Describimos, a continuación, los hallazgos sobre la densidad autorradiográfica 

(estudios anatómicos) de cada subtipo de receptor serotonérgico y de la densidad del 5-

HTT valorada mediante la técnica de fijación de radioligandos selectivos en secciones 

cerebrales. Posteriormente se describen aquellos resultados sobre la funcionalidad de los 

distintos subtipos de receptores serotonérgicos y del receptor CB1 (autorradiografía 

funcional) que se ha valorado mediante la técnica de estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγS inducida por agonistas selectivos y que permite determinar la eficacia de 

acoplamiento del receptor a las proteína G.  
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3.1. Autorradiografía anatómica y funcional del sistema serotonérgico  

 

3.1.1. Autorradiografía anatómica del 5-HTT: fijación de [3H]-citalopram 

  

Exponemos aquellos resultados en la expresión o densidad autorradiográfica del 

transportador de serotonina (5-HTT) en distintas áreas o núcleos cerebrales que 

resultaron estadísticamente significativos o que hayamos consideramos dignos de 

mencionar o comentar, obtenidos en los estudios de la fijación específica de [3H]-

citalopram (2 nM) a secciones cerebrales en el cerebro de animales 

control/bulbectomizados con y sin tratamiento crónico con fluoxetina (tabla 1; fig. 12).  

 

En animales control, las densidades más altas del 5-HTT fueron detectadas en los 

núcleos del rafe dorsal y rafe mediano (> 200 fmol/mg. tejido); densidades altas (100-

200 fmol/mg. tejido) en los núcleos hipotalámicos dorsomediales, el tálamo, la 

sustancia negra y la sustancia gris periacueductal; densidades moderadas (70-100 

fmol/mg. tejido) en la corteza entorrinal, el núcleo del septo latero-ventral y los núcleos 

basolaterales de la amígdala; y, las densidades más bajas (< 70 fmol/mg. tejido) en la 

corteza frontoparietal, la corteza cingular, el caudado-putamen, el núcleo del septo 

latero-dorsal, el hipocampo y el núcleo del rafe magnus.  

 

 En general, la bulbectomía olfatoria bilateral indujo cambios adaptativos 

significativos en la densidad del 5-HTT cerebral en núcleos o regiones cerebrales muy 

concretas: la amígdala basolateral (aumento), la sustancia gris periacueductal 

(disminución) y el núcleo mediano del rafe (disminución). Sin embargo, en todas las 

áreas analizadas el tratamiento crónico con fluoxetina produjo una acusada y 

significativa regulación a la baja de la densidad del 5-HTT, tanto en el cerebro del 

animal bulbectomizado como en el del animal control. De hecho, el análisis ANOVA de 

dos vías reveló que la mayor fuente de variación correspondió a la variable tratamiento 

[F(3,17) para todas las áreas]: corteza frontoparietal externa [F=18.83, p<0.001], 

corteza frontoparietal interna [F=36.97, p<0.001], corteza cingular [F=27.17, p<0.001], 

corteza entorrinal [F=44.45, p<0.001],  caudado-putamen [F=37.63, p<0.001], septo 

laterodorsal [F=15.89, p<0.01], septo latero-ventral [F=101.3, p<0.001], CA2-CA3 del 
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hipocampo [F=40.99, p<0.001], giro dentado del hipocampo [F=19.59, p<0.001], 

tálamo laterodorsal [F=9.18, p<0.001], hipotálamo dorsomedial [F=97.08, p<0.001], 

amígdala [F=44.89, p<0.001], sustancia negra [F=39.80, p<0.001], sustancia gris 

periacueductal [F=52.76, p<0.001], núcleo dorsal del rafe [F=59.67, p<0.001] y núcleo 

del rafe magnus [F=45.60, p<0.001]. En el caso del núcleo del rafe mediano, el análisis 

ANOVA de dos vías reveló que las mayores fuentes de variación correspondieron a las 

variables interacción [ANOVA interacción: F(3,17) = 6.127, p<0.05], tratamiento 

[ANOVA tratamiento: F(3,17) = 61.78, p<0.001] y cirugía [ANOVA cirugía: F(3,17) = 

5.537, p<0.05].  

 

 El posterior análisis estadístico (test post-hoc de Student-Newman-Keuls) reveló 

la existencia de un aumento significativo (+29%) en la densidad del 5-HTT en los 

núcleos basolaterales de la amígdala de los animales bulbectomizados con respecto a los 

animales control (q=3.359, p<0.05). En el tronco cerebral, en la sustancia gris 

periacueductal se observó un descenso significativo (del -34%) en la densidad del 5-

HTT en las ratas bulbectomizadas en comparación con los animales control (q=4.039, 

p<0.01); y, por último, también se encontró un descenso significativo (-42%) en la 

densidad del 5-HTT en el núcleo del rafe mediano con respecto a los animales control 

no tratados (q=5.456, p<0.001). En el resto de las áreas analizadas no se encontraron 

cambios significativos aunque observamos una cierta tendencia a la reducción en la 

densidad del 5-HTT en áreas corticales (entre el -5 y -15%) en comparación con los 

niveles de expresión en los animales control. Lo mismo ocurre en otras regiones 

telencefálicas y núcleos del tronco cerebral donde observamos lo mismo una tendencia 

al aumento (i.e. +18,8% en el hipotálamo dorsomedial) como a la reducción (-17,8% en 

giro dentado del hipocampo; -11% en rafe magnus) pero sin alcanzar significación 

estadística.  

 

 El tratamiento crónico con fluoxetina indujo reducciones significativas, entre un -

25% y -75%, en la densidad del 5-HTT en todas las áreas cerebrales corticales y 

límbicas, tanto en el grupo de los animales control como de los bulbectomizados en 

comparación con sus grupos respectivos de animales no tratados: corteza frontoparietal 

externa (q=6.384, p<0.01 animal control tratado vs. animal control no tratado; q=3.884, 
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p<0.05 animal bulbectomizado tratado vs. animal bulbectomizado no tratado), corteza 

frontoparietal interna (q=8.118, p<0.001; q=6.133 p<0.001), corteza cingular (q=7.747, 

p<0.001; q=4.509 p<0.01), corteza entorrinal (q=9.603, p<0.001; q=6.938 p<0.001), 

caudado putamen (q=9.209, p<0.001; q=5.984, p<0.001), septo latero-dorsal (q=3.952, 

p<0.05; q=6.049, p<0.01) , septo lateroventral (q=12.42, p<0.001; q=12.05, p<0.001), 

CA2-CA3 del hipocampo (q=8.191, p<0.001; q=7.554, p<0.001), giro dentado del 

hipocampo (q=6.499, p<0.001; q=4.370, p<0.05), tálamo laterodorsal (q=12.34, 

p<0.001; q=11.08, p<0.001) hipotálamo dorsomedial (q=11.64, p<0.001; q=13.08, 

p<0.001) y amígdala basolateral (q=6.477, p<0.001; q=10.21, p<0.001 ).  

 

 También en el tronco cerebral, hemos detectado una reducción en la densidad del 

5-HTT tras el tratamiento crónico con fluoxetina tanto en los animales control como en 

los bulbectomizados aunque de mayor intensidad (80-90%) que la observada en áreas 

cerebrales corticales y límbicas, salvo en el núcleo del rafe magnus (55-66%): sustancia 

negra (q=8.824, p<0.001 animal control tratado vs. animal control no tratado y q=7.114, 

p<0.001 animal bulbectomizado tratado vs. animal bulbectomizado no tratado), 

sustancia gris periacueductal (q=11.08, p<0.001; q=6.714, p<0.001), núcleo dorsal del 

rafe (q=9.367, p<0.001; q=8.929, p<0.001), núcleo mediano del rafe (q=11.08, 

p<0.001; q=11.68, p<0.001), y  núcleo del rafe magnus (q=9.692, p<0.001; q=6.733, 

p<0.001).    
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Figura 12.  Autorradiograma representativo de la densidad del 5-HTT a nivel del 
hipocampo anterior medida como la fijación específica de [3H]-citalopram 2 nM en el 
cerebro de animales control y bulbectomizados, y efecto de la administración crónica de 
fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días). A), control; B) bulbectomizado; C) 
control+fluoxetina; D) bulbectomizado+fluoxetina. CxFP, corteza frontoparietal; CA1, 
lámina CA1 del  hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo; LDTh, núcleo del tálamo 
laterodorsal; Amyg, núcleos basolaterales de la amígdala; DMHyp, núcleos dorsomediales 
del hipotálamo. 
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3.1.2. Autorradiografía anatómica del receptor 5-HT1A: fijación de [3H]-8-OH-DPAT  

 

 Los hallazgos más relevantes de los estudios de fijación específica de [3H]-8-

OH-DPAT (2 nM) a secciones cerebrales de animales control y bulbectomizados, y su 

modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina se exponen a continuación (tabla 

2; fig. 13). En el grupo de los animales control se detectaron valores de densidad del 

receptor 5-HT1A en un rango alto (> 10 fmol/mg tejido) en la corteza entorrinal, los 

núcleos septales y en el hipocampo; densidades medias (5-10 fmol/mg tejido) se 

detectaron en la corteza frontoparietal interna, la corteza cingular, los núcleos 

hipotalámicos ventromediales, la amígdala y el núcleo del rafe dorsal; las densidades 

más bajas (< 5 fmol/mg tejido) dentro las áreas analizadas correspondieron a la corteza 

frontoparietal externa, los núcleos hipotalámicos ventro-mediales, la sustancia gris 

periacueductal, el rafe mediano, el rafe magnus y los núcleos parabraquiales.  

 

 

Corteza cerebral 

 

 En la corteza entorrinal se observó un aumento significativo en la densidad del 

receptor 5-HT1A en las ratas bulbectomizadas (+42%) con respecto a las control 

(q=3.704, p<0.05) que fue revertido tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=6.078, 

p<0.01 vs. bulbectomizados sin tratamiento) llegando a los valores de densidad 

similares a los observados en los animales control no tratados (q=2.374, p>0.05). El 

tratamiento crónico con fluoxetina no tuvo ningún efecto en los animales control. El 

análisis estadístico con ANOVA de dos vías mostró que las variables interacción y 

tratamiento fueron las mayores fuentes de variación [ANOVA interacción: 

F(3,19)=5.696, p<0.05], [ANOVA tratamiento: F(3,19)=8.678, p<0.05].   

 

 

Núcleos septales 

 

 El tratamiento crónico con fluoxetina no produjo efecto significativo alguno en 

la densidad del receptor 5-HT1A en los animales bulbectomizados. En cambio, en los 
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animales control se observó un descenso en su densidad (-41%; q=5.383, p<0.01). La 

fuente mayor de variación fueron las variables interacción [ANOVA interacción: 

F(3,19)=5.747, p<0.05] y tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,19)=5.222, p<0.05]. 

 

 

Tronco del encéfalo 

 

 En el núcleo del rafe magnus se encontró una mayor densidad del receptor 5-

HT1A en los animales bulbectomizados que en los  animales control (+43%; q=3.968, 

p<0.05) que fue revertida tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=5.493, p<0.01 

vs. bulbectomizados no tratados) hasta alcanzar los valores observados en los animales 

control (p>0.05). El análisis del ANOVA de dos vías mostró que las mayores fuentes de 

variación fueron debidos a la interacción entre las variables cirugía y tratamiento 

[ANOVA interacción: F(3,19)=8.849, p<0.01] y a la cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,19)=5.690, p<0.05]. También en el núcleo parabraquial dorsal se observó un 

aumento en la densidad de receptor 5-HT1A en las ratas bulbectomizadas (+40%), que 

fue totalmente revertida tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=5.943, p<0.01). El 

análisis de ANOVA de dos vías mostró que las fuentes de mayor variación fueron la 

interacción entre variables [ANOVA interacción: F(3,19)=8.701, p<0.05] y el 

tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,19)=6.497, p<0.05].  

 

 Aunque no resultó ser significativo, también se observó un aumento (+28%) en 

la densidad del receptor 5-HT1A en el núcleo parabraquial ventral de las ratas 

bulbectomizadas pero no significativo (q=2.519, p>0.05). Sin embargo, si resultó 

significativa la disminución tras el tratamiento crónico con fluoxetina en las ratas 

bulbectomizadas (-33% del valor de densidad en ratas bulbectonizadas no tratadas; 

q=4.175, p<0.05). El análisis de ANOVA de dos vías mostró que la fuente de mayor 

variación fue la interacción entre variables [ANOVA interacción: F(3,19)=6.593, 

p<0.05].
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Figura 13.  Autorradiograma representativo de la densidad del receptor 5-HT1A a nivel 
del hipocampo anterior (A y C) y del núcleo dorsal del rafe (B y D) medida como la 
fijación específica de [3H]-8-OH-DPAT 2 nM en el cerebro de animales control y 
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y D) bulbectomizado. CxFP, corteza 
frontoparietal; CA1, área CA1 del  hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo;  Amyg, 
núcleos basolaterales de la amígdala; VMHyp, núcleos ventromediales del hipotálamo; 
DRN, núcleo dorsal del rafe. 
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3.1.3. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT1A 

 

 A continuación se describen los hallazgos más relevantes de los estudios de 

sobre funcionalidad del receptor 5-HT1A (fijación específica de [35S]GTPγS inducida por 

el agonista selectivo 8-OH-DPAT (10 µM) en secciones cerebrales de animales 

control/bulbectomizados y su modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina 

(tabla 3; fig 14). 

 

 Áreas donde se detectaron niveles altos de estimulación de la fijación específica 

de [35S]GTPγS por el agonista (300-200% de la fijación basal) fueron la corteza 

entorrinal, el giro dentado del hipocampo y el núcleo del rafe mediano; niveles medios o 

medio-altos (200-150%) en la corteza frontoparietal interna, la corteza cingular, los 

núcleos septales, las láminas CA1 y CA2 del hipocampo, el núcleo dorsal del rafe y el 

rafe magnus; los porcentajes de estimulación más moderados a bajos (150-100%) en la 

corteza frontoparietal externa, el tálamo, el hipotálamo, la amígdala, la sustancia gris 

periacueductal y los núcleos parabraquiales.  

 

 

Corteza cerebral 

 

 Se detectó un aumento significativo en la funcionalidad del receptor 5-HT1A en la 

corteza frontoparietal externa en los animales bulbectomizados con respecto a los 

animales control (+36%; q=6.653, p<0.001) que fue revertido tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina (q=13.16, p<0.001) y que incluso descendió (desensibilización) 

a niveles inferiores a los mostrados por los animales control (q=6.505, p<0.001). Por el 

contrario, el tratamiento crónico con fluoxetina en los animales control produjo un 

ligero pero significativo aumento en la funcionalidad (hipersensibilidad) del receptor 5-

HT1A a este nivel (+17%; q=3.115, p<0.05). El análisis de ANOVA de dos vías reveló 

que las fuentes de variación en los resultados se debieron a la interacción entre variables 

[ANOVA interacción: F(3,17)=45.75, p<0.001] y al tratamiento [ANOVA tratamiento: 

F(3,17)=17.42, p<0.001]. 
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 En la corteza entorrinal, no se observó diferencia alguna entre los dos grupos de 

los animales no tratados (CO y OB, q=3.456, p>0.05), aunque el tratamiento crónico 

con fluoxetina hizo aumentar la funcionalidad del receptor 5-HT1A en el grupo de ratas 

bulbectomizadas (+43%; q=4.963, p<0.05) hasta recuperar valores similares a los 

animales control, mientras que no se observó efecto alguno de la fluoxetina en las ratas 

control. El análisis de ANOVA de dos vías reveló que la fuente de variación en los 

resultados se debió a la interacción entre variables [ANOVA interacción: 

F(3,17)=10.82, p<0.01].  

 

  

Núcleos septales 

 

Detectamos un aumento significativo en la funcionalidad del receptor 5-HT1A 

(hiperfuncionalidad) en el núcleo septal laterodorsal en las ratas bulbectomizadas con 

respecto a las control (+32%; q=3.608, p<0.05). Tras el tratamiento crónico con 

fluoxetina la funcionalidad del receptor 5-HT1A se restableció totalmente hasta unos 

valores muy similares a los mostrados por los animales control (p>0.05). El análisis de 

ANOVA de dos vías mostró que la mayor fuente de variación se debió únicamente a la 

variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,17)=4.673, p<0.05]. 

 

 

Hipocampo 

 

 En las capas CA1 y CA2 del hipocampo no se observaron diferencias en la 

funcionalidad del receptor 5-HT1A entre las ratas bulbectomizadas y las ratas control, si 

bien el tratamiento con fluoxetina produjo un descenso en la funcionalidad 

(desensibilización) en las ratas control (-29%; q=4.555, p<0.05) así como también en 

las ratas bulbectomizadas (-39%; q=5.489, p<0.01). La mayor fuente de variación 

observada en el análisis ANOVA de dos vías fue la variable tratamiento [ANOVA 

tratamiento: F(3,17)=16.81, p<0.01]. 
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 También en el giro dentado se observaron las mismas variaciones que en las capas 

CA1 y CA2, es decir, desensibilización en las ratas control tras el tratamiento crónico 

con fluoxetina (-38%; q=4.519, p<0.05) así como en las ratas bulbectomizadas (-43%; 

q=4.683, p<0.01). La mayor fuente de variación fue el tratamiento [ANOVA 

tratamiento: F(3,17)=14.52, p<0.01]. 

 

 

Hipotálamo 

 

 A nivel de los núcleos hipotalámicos dorsomediales se observó una 

desensibilización del receptor 5-HT1A en las ratas control tras el tratamiento crónico con 

fluoxetina (-32%; q=4.860, p<0.05). La mayor fuente de variación fueron las variables 

interacción [ANOVA interacción: F(3,17)=4.675, p<0.05] y el tratamiento [ANOVA 

tratamiento: F(3,17)=5.501, p<0.05]. 

 

  

Amígdala 

 

 En el complejo basolateral de la amígdala se observó una hipofuncionalidad del 

receptor 5-HT1A en las ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (-17%; 

q=4.034, p<0.01). El tratamiento crónico con fluoxetina produjo también una 

desensibilización del receptor 5-HT1A tanto en ratas control (-27%; q=6.494, p<0.001) 

como en ratas bulbectomizadas (-22%; q=4.304, p<0.05). Las mayores fuentes de 

variación fueron la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,17)=18.40, p<0.001] 

y cirugía [ANOVA cirugía: F(3,17)=5.451, p<0.05]. 

 

 

Tronco del encéfalo 

 

 En el núcleo del rafe dorsal el tratamiento crónico con fluoxetina produjo 

desensibilización del receptor 5-HT1A tanto en las ratas control (-21%; q=3.810, 

p<0.05) como en las ratas bulbectomizadas (-23%; q=4.304, p<0.05). Las mayores 
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fuentes de variación correspondieron a la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: 

F(3,17)=14.55, p<0.01  

 

 En el núcleo del rafe mediano se observó una hipofuncionalidad del receptor 5-

HT1A en las ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (-41%; q=5.100, 

p<0.01), que fue revertida (q=4.172, p<0.01) totalmente por fluoxetina. En ratas 

control, el tratamiento crónico con fluoxetina produjo una desensibilización del receptor 

5-HT1A (-47%; q=5.740, p<0.01). La mayor fuente de variación correspondió a la 

variable interacción [ANOVA interacción: F(3,17)=16.77, p<0.01].  

 

  

Ratio funcionalidad/densidad: “señalización” vía receptor 5-HT1A 

 

 Un análisis más detallado de los resultados sobre la funcionalidad del receptor 

llevando a cabo una corrección de los valores de funcionalidad (fijación específica de 

[35S]GTPγS) con relación a los valores de densidad autorradiográfica (R=ratio 

funcionalidad/densidad) puede aportar información sobre el grado “real” de cambio en 

la funcionalidad o “señalización neta” vía este receptor tras la bulbectomía y el 

tratamiento con fluoxetina. Esta ratio para cada grupo experimental (animales control 

tratados, bulbectomizados no tratados y bulbectomizados tratados) se expresa con 

relación al valor de referencia (= 1) del grupo de los animales control (“situación 

fisiológica”) y una vez normalizados los valores de correspondientes de densidad y de 

funcionalidad. Valores por debajo de 1 reflejarían “hipofuncionalidad real” y por 

encima de 1 “hiperfuncionalidad real”, una vez corregidos los valores de funcionalidad 

(fijación específica de [35S]GTPγS) con relación a los valores de densidad 

autorradiográfica. A continuación se comentan los valores de R  para aquellas áreas en 

las que se habían detectado cambios significativos en la funcionalidad para poder 

determinar si dichos cambios son “aparentes” (porque se acompañan de cambios en el 

mismo sentido y magnitud que en la densidad) o “reales” (sin cambios en la densidad). 

También se describen las áreas en las que se detectó algún cambio en la densidad sin 

alteración paralela de la funcionalidad. 
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 En la corteza frontoparietal, los valores de R reflejan lo mismo que los resultados 

de la técnica de fijación específica de [35S]GTPγS: hiperfuncionalidad tras la 

bulbectomía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina en el animal control y una 

desensibilización en el animal bulbectomizado tratado con fluoxetina. En el caso de la 

corteza entorrinal, es importante mencionar que habíamos detectado un aumento en el 

número de receptores tras la bulbectomía, lo que unido a unos valores bajos de 

funcionalidad (-23%) daría una señalización neta o real disminuida en esta área (R= 

0,5); por su parte, la recuperación en la funcionalidad  en el animal bulbectomizado 

tratado con fluoxetina sería en realidad una “hiperfuncionalidad real” (R= 1,5) una vez 

tenida en cuenta la normalización en los valores de densidad del receptor. 

 

 En el núcleo del septo latero-dorsal, una R=1,8 confirmaría la hiperfuncionalidad 

del receptor 5-HT1A en el animal bulbectomizado, revertida, como vimos tras el 

tratamiento con fluoxetina; una R= 1,6  en el animal control tratado con fluoxetina 

indicaría también que la funcionalidad se mantiene (o incluso aumenta relativamente) 

debido a la disminución significativa en la densidad del receptor a este nivel. 

 

 En el hipocampo, valores de R ≤ 0,7 confirmarían la desensibilización inducida 

por fluoxetina tanto en el grupo control como bulbectomizado. En el hipotálamo 

dorsomedial, se confirma también la desensibilización por fluoxetina en el animal 

control (R = 0,6).  

 

 El caso de la amígdala constituye otro ejemplo donde los valores de ratio aportan 

una información adicional, puesto que como hemos visto en la rata bulbectomizada se 

observaba una disminución en la fijación específica de [35S]GTPγS inducida por el 

agonista serotonérgico (hipofuncionalidad) pero si se corrige de acuerdo al número de 

receptores nos indicaría la existencia de una “normofuncionalidad” (valor =1)  en la 

señalización vía este receptor 5-HT1A. La desensibilización del receptor tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina se confirma en ambos grupos de animales con 

valores de R = 0,8 y 0,7 para los grupos control y bulbectomizado, respectivamente. 
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   Con relación al rafe dorsal es importante resaltar que en el grupo de los animales 

bulbectomizados, aunque no se observaron diferencias significativas para los valores de 

densidad o funcionalidad, una R = 0,7 podría estar reflejando una cierta 

hipofuncionalidad a pesar de una regulación a la alta, no significativa, en la densidad 

del receptor. Lo que si está claro es que tras el tratamiento con fluoxetina hay una  

desensibilización significativa a este nivel para los animales control y los 

bulbectomizados (R = 0,8 y 0,7 respectivamente). En el rafe mediano del animal 

bulbectomizado, los valores de R van paralelos a los registrados para la fijación 

específica de [35S]GTPγS.  En el rafe magnus la disminución en la funcionalidad (-21%) 

y el aumento en la densidad (+43%) dan un balance final de R= 0,6 reflejando una 

menor señalización neta. Lo mismo podemos aplicar en el caso del núcleo parabraquial 

dorsal (R = 0,7). De cualquier manera, la regulación a la baja en la densidad del receptor 

tras el tratamiento con fluoxetina, hace que la señalización neta o final aparezca 

incrementada en ambos núcleos (R= 1,4 y 1,2, para el rafe magnus y núcleo 

parabraquial dorsal, respectivamente). 
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Figura 14.  Autorradiograma representativo de la estimulación de la fijación de 
[35S]GTPγS por el agonista selectivo del receptor 5HT1A (±)-8-OH-DPAT 10 µM en el 
cerebro de animales control y bulbectomizados, así como el efecto de la administración 
crónica de fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días) a nivel del caudado-putamen, 
hipocampo anterior y núcleo dorsal del rafe. A, A´ y A´´, son secciones representativas 
de la fijación basal de [35S]GTPγS observada en todos los grupos experimentales;  B, B´ 
y B´´, representan la fijación estimulada de [35S]GTPγS por 8-OH-DPAT en el animal 
control CO; C, C´ y C´´, representan la fijación estimulada de [35S]GTPγS por 8-OH-
DPAT en el animal bulbectomizado OB; D, D´ y D´´, representan la fijación estimulada 
de [35S]GTPγS por 8-OH-DPAT en el animal bulbectomizado y tratado con fluoxetina 
OBF. CxFP, corteza frontoparietal; CP, caudado-putamen; Septum, núcleos septales; 
CA1, lámina CA1 del  hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo;  Amyg, núcleos 
basolaterales de la amígdala; VMHyp, núcleos ventromediales del hipotálamo; DRN, 
núcleo dorsal del rafe. 
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3.1.4. Autorradiografía anatómica del receptor 5-HT1B: fijación de [3H]-GR125,743  

 

Los hallazgos más relevantes de los estudios de fijación específica de [3H]-

GR125743 (2 nM) a secciones cerebrales de animales control y  bulbectomizados, y su 

modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina se exponen a continuación (tabla 

4; fig 15).  

 

En los animales control los valores de fijación específica de [3H]-GR125,743 

fueron extremadamente altos (> 200 fmol/mg tejido) en la sustancia negra y el globo 

pálido; valores altos de densidad (65-100 fmol/mg tejido) se detectaron en la corteza 

entorrinal, los núcleos septales, el tálamo, el hipotálamo, la sustancia gris periacueductal 

y el núcleo del rafe dorsal; valores medios (30-65 fmol/mg tejido) en las cortezas 

frontoparietal y cingular, el caudado-putamen, la amígdala, el núcleo del rafe mediano y 

núcleo del rafe  magnus; las densidades más bajas (< 30 fmol/mg tejido) del receptor 5-

HT1B se detectaron en el hipocampo. 

 

 

Núcleos septales 

 

 En el núcleo septal latero-dorsal no se observaron diferencias significativas en la 

densidad de receptor 5-HT1B entre el grupo de ratas bulbectomizadas y el de ratas 

control. El tratamiento crónico con fluoxetina produjo una ligera regulación a la baja en 

estas últimas (- 12%; q=4.048, p=0.05). El análisis con el ANOVA de dos vías mostró 

que la mayor fuente de variación dependió de la variable tratamiento [ANOVA 

tratamiento: F(3,17)=7.767, <0.05]. 

 

 

Hipotálamo 

 

 En los núcleos hipotalámicos dorsomediales no se observó ninguna diferencia en 

la densidad de receptor 5-HT1B entre las ratas bulbectomizadas y las ratas control, 

aunque sí se observó una regulación a la baja, de nuevo, en las ratas control tras el 
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tratamiento crónico con fluoxetina (-25%; q=4.573, p<0.05). La fuente de variación 

mayor fue la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,17)=9.266, p<0.01].
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Figura 15.  Autorradiograma representativo de la densidad del receptor 5-HT1B a nivel 
del caudado-putamen (A y C) y de la sustancia negra (B y D) medida como la fijación 
específica de [3H]-GR125,743 (2 nM) en el cerebro de animales control y 
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y D) animal bulbectomizado. CxFP, 
corteza frontoparietal; LSD, núcleo laterodorsal del septo; CP, caudado-putamen; SGP, 
sustancia gris periacueductal; SN, sustancia negra.  
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3.1.5. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT1B 

 

 Los cambios más significativos que hemos encontrado en cuanto a la eficacia de 

acoplamiento a las proteínas G a receptores 5-HT1B  se exponen a continuación (tabla 5; 

fig 16). Los valores vienen referidos como estimulación de la fijación específica 

[35S]GTPγS (% de la fijación basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del 

receptor 5-HT1B/D GTI (10 µM).  Áreas donde se detectaron niveles altos de 

estimulación de la fijación específica de [35S]GTPγS por el agonista (175-150% de la 

fijación basal) en las secciones de los animales control fueron: la corteza entorrinal, el 

núcleo del septo latero-dorsal, el giro dentado del hipocampo y la sustancia negra; 

niveles medios o moderados (150-125%) en la cortezas frontoparietal y cingular, el 

globo pálido, y la sustancia gris periacueductal; los porcentajes de estimulación más 

bajos (125-100%) fueron medidos en el caudado-putamen, las capas CA1-CA2 del 

hipocampo, el tálamo, el hipotálamo, la amígdala, así como en los núcleos del rafe 

dorsal, mediano y magnus.  

 

 

Núcleos septales 

 

 En el núcleo septal ventro-lateral no se observaron diferencias significativas entre 

los animales bulbectomizados y los animales control, sin embargo el tratamiento 

crónico con fluoxetina produjo una hipersensibilidad del receptor 5-HT1B en los 

animales bulbectomizados (+54%; q=6.380, p<0.001). Las mayores fuentes de 

variación se debieron a las variables interacción [ANOVA interacción: F(3,20)=12.49, 

p<0.01] y a la cirugía [ANOVA cirugía: F(3,20)=11.68, p<0.01].  

 

 

Hipocampo 

 

 En las capas CA1 CA2 del hipocampo no se observaron diferencias significativas 

entre las ratas bulbectomizadas y las ratas control (p>0.05), aunque el tratamiento 

crónico con fluoxetina sí produjo efectos diferentes, provocando una 
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hipersensibilización de receptores 5-HT1B en los animales bulbectomizados (+41%; 

q=6.281, p<0.05), mientras que no produjo ningún efecto en los animales control 

(p>0.05). Las mayores fuentes de variación se debieron a las variables interacción 

[ANOVA interacción: F(3,20)=19.03, p<0.01] y a la cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,20)=7.08, p<0.05].  

 

 

Hipotálamo 

 

 A nivel de los núcleos hipotalámicos ventromediales se observó una 

hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1B en los animales bulbectomizados con respecto a 

los animales control (+49%; q=5.499, p<0.01), que desapareció tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina (q=4.462, p<0.01) hasta observarse unos valores equivalentes a 

los de las ratas control (p>0.05). Las mayores fuentes de variación correspondieron a 

las variables tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=6.973, p<0.05] y cirugía 

[ANOVA cirugía: F(3,20)=12.54, p<0.01].  

 

 

Tronco del encéfalo 

 

 En la sustancia gris periacueductal no se detectaron diferencias significativas entre 

las ratas bulbectomizadas y las ratas control. Tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

se observó una desensibilización del receptor 5-HT1B tanto en las ratas control (-29%; 

q=5.755, p<0.01) como en las ratas bulbectomizadas (-24%; q=4.079, p<0.05). El 

ANOVA de dos vías reveló que la mayor fuente de variación correspondió a la variable 

tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=19.91, p<0.001]. 

 

 A nivel del núcleo dorsal del rafe no se observaron diferencias en la funcionalidad 

del receptor 5-HT1B entre las ratas control y los animales bulbectomizados, pero tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina se observó una desensibilización de este receptor en 

el grupo de las ratas bulbectomizadas (-33%, q=5.835, p<0.01). La mayor fuente de 
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variación correspondió a la variable interacción [ANOVA interacción: F(3,20)=13.21, 

p<0.01]. 

 

 En el núcleo mediano del rafe tampoco se observaron diferencias entre las ratas 

control y las ratas bulbectomizadas, aunque el tratamiento crónico con fluoxetina 

produjo hipersensibilidad del receptor 5-HT1B en el grupo de las ratas control (+27%; 

q=4.367, p<0.01) pero desensibilización en las ratas bulbectomizadas (-41%; q=5.066, 

p<0.01). Las mayores fuentes de variación correspondieron a las variables interacción 

[ANOVA interacción: F(3,20)=19.31, p<0.001] y cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,20)=15.29, p<0.01].  

 

 A nivel del rafe magnus se observó hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1B en las 

ratas bulbectomizadas en relación a las ratas control (+53%; q=4.879, p<0.01), que 

desapareció tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=6.896, p<0.001) hasta unos 

niveles equivalentes a los observados en las ratas control (q=2.017, p>0.05). El 

tratamiento con fluoxetina produjo una hipersensibilidad del receptor 5-HT1B en las 

ratas control (+53%; q=4.846, p<0.01). La única variable que aportó variación fue la 

interacción [ANOVA interacción: F(3,20)=20.54, p<0.001]. 

 

 

Ratio funcionalidad/densidad: “señalización” vía receptor 5-HT1B 

 

 En el animal bulbectomizado no hay cambios en la señalización a través del 

receptor 5-HT1B, salvo una hiperfuncionalidad significativa a nivel del hipotálamo 

ventromedial (R= 1,4) y del núcleo del rafe magnus (R= 1,3). Sin embargo, el 

tratamiento crónico con fluoxetina induce cambios diferenciales en la señalización vía 

este receptor 5-HT1B: desensibilización en los núcleos del tronco cerebral (R ≤ 0,7) y 

ausencia de cambios o tendencia a la hipersensibilidad en ciertas áreas telencefálicas y 

diencefálicas (i.e. R= 1,4 en el septo lateroventral; i.e. R = 1,1 en hipotálamo 

ventromedial).  
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 Una de las áreas de proyección serotonérgica en las que es interesante analizar el 

valor R es la corteza frontoparietal del animal bulbectomizado aunque no se detectasen 

cambios significativos ni en la densidad ni en la funcionalidad: vemos una tendencia a 

una menor señalización (valores de R entre 0,8-0,7) debido a la reducción en la fijación 

específica [35S]GTPγS registrada a este nivel (-19/26%) sin cambios en la densidad 

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

 

 El tratamiento crónico con fluoxetina en el animal control tiende a producir 

reducciones paralelas y de similar magnitud en la funcionalidad y en la densidad del 

receptor (R ≈ 1), en general, en la mayoría de la áreas analizadas pero con las siguientes 

excepciones: en la sustancia gris periacueductal se confirma una clara desensibilización 

(R= 0,7) mientras que valores de R = 1,4 y 1,6 confirman la presencia de una 

hipersensibilidad del receptor en los núcleos del rafe mediano y magnus.  
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Figura 16. Autorradiograma representativo de la estimulación de la fijación de 
[35S]GTPγS por el agonista 5HT1B/D GTI 10 µM en el cerebro de animales 
bulbectomizados tratados y no tratados con fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días) a 
nivel del hipocampo anterior y del núcleo dorsal del rafe. A y A´, son secciones 
representativas de la fijación basal de [35S]GTPγS;  B y  B´, representan la fijación 
estimulada de [35S]GTPγS por GTI 10 µM en el animal bulbectomizado OB sin 
tratamiento con fluoxetina; C y C´, representan la fijación estimulada de [35S]GTPγS 
por GTI 10 µM en el animal bulbectomizado tratado con fluoxetina OBF. CxFP, corteza 
frontoparietal; CA1, lámina CA1 del  hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo;  
Amyg, núcleos basolaterales de la amígdala; Hyp,  hipotálamo; DRN, núcleo dorsal del 
rafe. 
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3.1.6. Autorradiografía anatómica del receptor 5-HT2A: fijación de [3H]-ketanserina  

 

 Los hallazgos más relevantes de los estudios de fijación específica de [3H]- 

ketanserina (2 nM) a secciones cerebrales de animales control y  bulbectomizados, y su 

modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina se exponen a continuación (tabla 

6; fig. 17). El rango de densidades del receptor 5-HT2A en las distintas áreas analizadas 

fue el siguiente en los animales control: las densidades más altas (>75 fmol/mg tejido) 

se detectaron en el caudado putamen; densidades moderadas (50-75 fmol/mg. tejido) en 

las cortezas cingular y entorrinal; densidades más bajas (30-50 fmol/mg. de tejido) se 

detectaron en la corteza frontoparietal, el hipocampo, la amígdala, la sustancia negra, la 

sustancia gris periacueductal y en los núcleos del rafe dorsal, mediano y magnus; las 

densidades más bajas (< 30 fmol/mg tejido) se midieron en el hipotálamo.  

 

Corteza cerebral 

 

 En la corteza frontoparietal interna se observó un incremento en la densidad de 

receptor 5-HT2A en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control 

(+30%; q=4.691, p<0.01). Tras el tratamiento crónico con fluoxetina esta regulación a 

la alta desapareció totalmente (q=5.286, p<0.01). El análisis ANOVA de dos vías 

mostró que la mayor fuente de variación dependió de la variable interacción [ANOVA 

interacción: F(3,20)=8.195, <0.05].  

 

Ganglios basales 

 

 A nivel del caudado-putamen se observó un aumento en la densidad del receptor 

5-HT2A en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control (+21%; 

q=4.636, p<0.05) que tiende a normalizase tras el tratamiento crónico con fluoxetina. El 

análisis con el ANOVA de dos vías mostró que las mayores fuentes de variación 

dependieron de las variables interacción [ANOVA interacción: F(3,20)=4.511, <0.05] y 

cirugía [ANOVA cirugía: F(3,20)=5.427, p<0.05]. 
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Hipotálamo  

 

 En los núcleos hipotalámicos ventromediales se observó una ligera regulación a la 

baja de la densidad del receptor 5-HT2A en los animales bulbectomizados (-13%; 

q=3.445, p<0.05). El tratamiento con fluoxetina provocó un descenso ligero pero 

significativo de la densidad del receptor 5-HT2A en los animales control (-20%; 

q=6.175, p<0.01). El análisis con el ANOVA de dos vías mostró que la mayor fuente de 

variación dependió de la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=9.249, 

<0.05].  

 

 

Tronco del encéfalo  

 

 A nivel del rafe mediano no se hallaron diferencias entre los animales control y los 

bulbectomizados (p>0.05), y el tratamiento crónico con fluoxetina no surtió ningún 

efecto significativo en estos últimos animales (p>0.05) si bien produjo un descenso 

significativo en los animales control (-37%; q=4.668, p<0.05). El análisis con el 

ANOVA de dos vías mostró que la mayor fuente de variación dependió de la variable 

tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,20)=7.844, <0.05].  

 

 A nivel del rafe magnus se halló un descenso significativo en la densidad del 

receptor 5-HT2A en las ratas bulbectomizadas (-21%; q=4.297, p<0.01) que se acentuó 

aún más después del tratamiento crónico con fluoxetina (-24% del valor en 

bulbectomizadas; q=5.973, p<0.01) y que se distanció más aún de los valores hallados 

en ratas control (-40%; q=10.27, p<0.001). En los animales control, el tratamiento con 

fluoxetina también produjo un descenso en la densidad del receptor 5-HT2A (-30%; 

q=7.786, p<0.001). El análisis con el ANOVA de dos vías mostró que las mayores 

fuentes de variación dependieron de la variables tratamiento [ANOVA tratamiento: 

F(3,20)=29.41, p<0.001] y cirugía [ANOVA cirugía: F(3,20)=7.144, p<0.05]. 
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Figura 17.  Autorradiograma representativo de la densidad del receptor 5-HT2A a nivel 
del caudado-putamen (A y C) y del núcleo del rafe dorsal (B y D) medida como la 
fijación específica de [3H]-ketanserina (2 nM) en el cerebro de animales control y 
bulbectomizados. A) y B), animal control; C) y D) animal bulbectomizado. CxFP, 
corteza frontoparietal; LSD, núcleo laterodorsal del septo; CP, caudado-putamen; DRN, 
núcleo dorsal del rafe.  
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3.1.7. Autorradiografía funcional del receptor 5-HT2A 

 

Los cambios más significativos o dignos de mención que hemos encontrado en 

cuanto a la eficacia de acoplamiento a las proteínas G a receptores 5-HT2A  se exponen a 

continuación (tabla 7; fig. 18). Los valores vienen referidos como estimulación de la 

fijación específica [35S]GTPγS (% de la fijación basal, 100%) inducida por el agonista 

selectivo del receptor 5-HT2A TCB-2 (100 µM). Esta es la primera vez que se utiliza un 

protocolo modificado (ver métodos) del habitualmente descrito en la literatura para la 

técnica de fijación específica [35S]GTPγS (Sim et al., 1995) con la finalidad de 

conseguir algo más de sensibilidad y poder detectar cambios en la respuesta mediada a 

través de receptor. Los estímulos en los animales control son muy débiles, pero la 

técnica permite ver cambios en la respuesta, si los hubiere, como consecuencia de la 

cirugía o del tratamiento con el antidepresivo. En los animales control, cierto estímulo 

(110-115%) en la fijación específica [35S]GTPγS se detectó en la corteza entorrinal, 

hipotálamo ventromedial, rafe dorsal y rafe mediano, áreas donde previamente hemos 

descrito la presencia de densidades detectables del receptor 5-HT2A (fig. 18). La 

selectividad de esta respuesta se demostró mediante la coincubación de secciones con el 

antagonista selectivo 5-HT2A MDL 11930. Así, en áreas como la corteza el valor medio 

basal en los animales control fue de 1032 nCi/mg y el valor medio en presencia del 

antagonista fue de 1081 nCi/mg; y en los núcleos hipotalámicos ventro-mediales, 

tenemos un valor medio basal de 2060 nCi/mg frente a 1861 nCi/mg de tejido con el 

antagonista. De cualquier manera, teniendo en cuenta la escasa magnitud de la respuesta 

funcional, y a veces inexistente, que se observa en el grupo de los animales control, 

debemos ser cautos a la hora de interpretar los resultados relativos a la funcionalidad del 

receptor 5-HT2A analizada en cada uno de los distintos grupos experimentales. 

 

 

Corteza cerebral 

 

 En la corteza cingular, se detectó un aumento significativo (hipersensibilidad) 

tanto en los animales control (+16%; q=3.665, p<0.05) como en los animales 

bulbectomizados (+22%; q=5.258, p<0.01) tras el tratamiento crónico con fluoxetina. 
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El análisis con el ANOVA de dos vías mostró que la mayor fuente de variación 

dependió de la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,17)=7.187, p<0.05]. 

 

 

Hipocampo 

 

 A nivel del giro dentado se vio un aumento significativo en la funcionalidad del 

receptor 5-HT2A en el grupo de los animales control tras el tratamiento crónico con 

fluoxetina (+27%; q=4.179, p<0.05). El análisis con el ANOVA de dos vías mostró que 

la mayor fuente de variación dependió de la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: 

F(3,17)=5.013, p<0.05]. 

 

 

Ratio funcionalidad/densidad: “señalización” vía receptor 5-HT2A 

 

 En el animal bulbectomizado no se aprecian desviaciones importantes del valor de 

R (entre 0,8-1,2) a pesar de haberse detectado cambios significativos en la densidad en 

núcleos como el núcleo del rafe magnus (-21%), el hipotálamo ventromedial (-12%), la 

corteza frontoparietal (+30%) y el caudado putamen (+21%). Lo mismo ocurre en el 

cerebro del animal bulbectomizado tras el tratamiento crónico con fluoxetina, 

exceptuando el valor de R= 1,7  observado en el núcleo del rafe magnus debido a un 

cierto aumento en la funcionalidad (+10%) asociado a un reducción significativa en la 

densidad (-24%).  

 

 En el animal control y tratado con fluoxetina, los valores de R en áreas o núcleos 

encefálicos reflejan pocos cambios o una cierta tendencia a la hiperfuncionalidad (i.e. en 

el hipocampo o la amígdala, con valores R= 1,2-1,3). En el tronco cerebral (núcleos del 

rafe mediano y del rafe magnus) se aprecia el mismo patrón de cambio al fijarnos en el 

valor de R (≥1,4), consecuencia de las reducciones significativas en la densidad del 

receptor. 



Resultados 

 157 



Resultados 

 158 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18.  Autorradiograma representativo de la estimulación de la fijación de 
[35S]GTPγS por el agonista selectivo del receptor 5HT2A TCB-2 100 µM en el cerebro 
de animales control y bulbectomizados a nivel núcleo dorsal del rafe. A y B, son 
secciones representativas de la fijación basal de [35S]GTPγS del animal control (CO) y 
del animal bulbectomizado (OB) respectivamente;  C y D, representan la fijación 
estimulada de [35S]GTPγS por TCB-2 en el animal control y bulbectomizado, 
respectivamente. DRN, núcleo dorsal del rafe. 
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3.2. Autorradiografía anatómica y funcional del receptor CB1   

 

 

3.2.1 Autorradiografía anatómica del receptor CB1: fijación de [3H]-CP55,940  

 

 Los hallazgos más relevantes de los estudios de fijación específica de [3H]-CP 

55,940 (2 nM) a secciones cerebrales de animales control y bulbectomizados, y su 

modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina se exponen a continuación (tabla 

8; fig 19).  

 

 Las densidades del receptor CB1 observadas en el animal control se situaron en los 

siguientes rangos: densidades muy altas en la sustancia negra (> 150 fmol/mg tejido); 

densidades altas (100-50 fmol/mg. tejido) en el septo, el hipocampo y el núcleo 

parabraquial dorsal; densidades moderadas-bajas (50-20 fmol/mg tejido) en la corteza 

frontoparietal, la corteza entorrinal, el hipotálamo, la amígdala, la sustancia gris 

periacueductal, el núcleo del rafe mediano, el núcleo del rafe magnus y el núcleo 

parabraquial ventral; densidades mínimas (< 20 fmol/ mg tejido) se observaron en la 

corteza cingular.  

 

 

Hipocampo 

 

 A nivel de giro dentado no se observaron diferencias significativas entre las ratas 

bulbectomizadas y las ratas control, aunque sí una cierta tendencia  a la disminución en 

la densidad del receptor CB1 en las ratas bulbectomizadas (-37%; q=3.154, p>0.05). El 

tratamiento crónico con fluoxetina produjo una regulación a la alta del receptor CB1 en 

las ratas bulbectomizadas (+69%; q=4.767, p<0.05), aumentando  los valores de 

densidad hasta cifras similares a las observadas en las ratas control (p>0.05). En 

cualquier caso, el ANOVA de dos vías no mostró ninguna fuente de variación. 
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Amígdala  

 

 En los núcleos basolaterales de la amígdala tampoco se observaron diferencias 

entre las ratas bulbectomizadas y las ratas control, aunque sí una cierta tendencia a la 

regulación a la baja del receptor CB1 en las ratas bulbectomizadas (-27%; q=3.021, 

p>0.05). El tratamiento crónico con fluoxetina produjo un aumento en la densidad del 

receptor CB1 en las ratas bulbectomizadas (+45%; q=4.290, p<0.05), con valores 

similares a los observados en las ratas control (p>0.05). El análisis ANOVA de dos vías 

mostró que la fuente de variación se debió a la interacción entre variables [ANOVA 

interacción: F(3,18)=7.266, p<0.05]. 

 

 

Otras áreas cerebrales 

 

Aunque en ningún caso resultase significativo estadísticamente, se detectó una 

tendencia generalizada a la reducción en la densidad del receptor CB1 para las ratas 

bulbectomizadas en las áreas corticales (entre -25 y -30%), los núcleos hipotalámicos 

(de -30 a -35%), amígdala (-28%), y la mayoría de estructuras del tronco cerebral (-25 a 

-35%), que despareció o se redujo tras el  tratamiento crónico con fluoxetina salvo en 

ciertas áreas o núcleos.  La única excepción fue la corteza cingular donde se detectó una 

tendencia a la regulación a la alta que aún se acentuó más tras el tratamiento con 

fluoxetina (+58% y +106%, respectivamente), pero sin llegar a la significación 

estadística con el análisis seguido en este estudio (ANOVA de dos vías). 
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Figura 19.  Autorradiograma representativo de la densidad del receptor CB1 a nivel 
del hipocampo anterior medida como la fijación específica [3H]-CP55,940 (2 nM) 
en el cerebro de un animal control (A),  bulbectomizado (B) y bulbectomizado 
tratado con fluoxetina (C). GD, giro dentado del hipocampo; CA1, lámina CA1 del 
hipocampo. 
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3.2.2. Autorradiografía funcional del receptor CB1 

 

 Los cambios más significativos que hemos encontrado en cuanto a la eficacia de 

acoplamiento a las proteínas G a receptores CB1  se exponen a continuación (tabla 9; fig. 

20). Los valores vienen referidos como estimulación de la fijación específica 

[35S]GTPγS (% de la fijación basal, 100%) inducida por el agonista selectivo del 

receptor CB1  WIN 55212-2 (10 µM). 

 

 En los animales control, el área que mostró una gran respuesta en la estimulación 

de la fijación específica de [35S]GTPγS fue la sustancia negra (< 250% de la fijación 

basal); niveles altos de estimulación (175-150%) se detectaron en la corteza 

frontoparietal interna, la corteza entorrinal, el septo lateroventral, y el hipotálamo 

ventromedial; niveles medios o moderados (150-125%) en la corteza cingular, el septo 

laterodorsal, el giro dentado del hipocampo, la amígdala y la sustancia gris 

periacueductal; los porcentajes de estimulación más bajos (125-110%) fueron 

observados en el  hipotálamo dorsomedial, y los núcleos del rafe dorsal, mediano y 

magnus; finalmente, prácticamente ausencia de respuesta (< 110%) se vio en la corteza 

frontoparietal externa, las capas de CA1-CA2 del hipocampo, y el núcleo parabraquial 

ventral.  

 

 

  Corteza cerebral 

 

 En la corteza frontoparietal externa se observó una hiperfuncionalidad del receptor 

CB1 en las ratas bulbectomizadas con respecto a las control (+110%; q=5.973, p<0.01), 

que no se normalizó tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=0.2885, p>0.05). En 

los animales control la fluoxetina no ejerció ningún efecto (p>0.05). El ANOVA de dos 

vías reveló que la fuente de variación se debió a la variable cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,18)=36.97, p<0.001]. En la corteza frontoparietal interna se observó de nuevo esa 

hiperfuncionalidad del receptor CB1 en las ratas bulbectomizadas con respecto a las 

control (+116%; q=10.50, p<0.001) que no se normalizó tras el tratamiento crónico con 

fluoxetina (q=0.3558, p>0.05). En los animales control, la fluoxetina no ejerció ningún 
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efecto (q=0.366, p>0.05). El ANOVA de dos vías reveló que la fuente de variación se 

debió a la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=96.74, p<0.001]. 

 

 En la corteza cingular se observó de nuevo la hiperfuncionalidad del receptor CB1 

en las ratas bulbectomizadas con respecto a las control (+82%; q=6.170, p<0.01). El 

tratamiento con fluoxetina no disminuyó esta hiperfuncionalidad del receptor CB1 

(q=1.535, p>0.05). En los animales control, la fluoxetina no ejerció ningún efecto 

(q=0.996, p>0.05). El ANOVA de dos vías reveló que la fuente de variación se debió a 

la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=38.66, p<0.001]. 

 

A nivel de la corteza entorrinal se detectó una hiperfuncionalidad del receptor 

CB1 en la ratas bulbectomizadas con respecto a las control (+83%; q=5.361, p<0.01), 

que disminuyó tras el tratamiento crónico con fluoxetina (-33% vs. rata bulbectomizada; 

q=4.023, p<0.01). El tratamiento crónico con fluoxetina no ejerció ningún efecto 

significativo en los animales control (p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que las 

fuentes de variación se debieron a las variables tratamiento [ANOVA tratamiento: 

F(3,18)=5.706, p<0.05] y a la cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=15.27, p<0.01]. 

 

 

Caudado putamen 
 
 
 En el caudado-putamen se observó una hiperfuncionalidad del receptor CB1  en las 

ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (+229%; q=7.0123, p<0.001). El 

ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de la variable cirugía 

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

 

 

Núcleos septales 

 

 En el núcleo septal laterodorsal se observó una hiperfuncionalidad del receptor 

CB1 en las ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (+140%; q=9.052, 

p<0.001) que disminuyó tras el tratamiento crónico con fluoxetina (-24%; q=3.703, 
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p<0.05) pero que no llegó a unos niveles equivalentes a los observados en las ratas 

control, observándose aún una regulación a la alta (+82%; q=5.349, p<0.01). En los 

animales control, la fluoxetina no ejerció ningún cambio significativo (q=1.188, 

p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de la 

variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=45.54, p<0.001].  

 

 En el núcleo septal lateroventral se observó también esa hiperfuncionalidad del 

receptor CB1 en las ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (+60%; 

q=5.860, p<0.01) que no desapareció tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(q=2,114, p>0.05). En los animales control la fluoxetina no ejerció ningún cambio 

(q=2.220, p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino 

de la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=26.45, p<0.001]. 

 

 

Hipocampo 

 

 En las capas CA1 y CA2 del hipocampo anterior se observó una importante 

hiperfuncionalidad del receptor CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los 

animales control (+143%; q=9.618, p<0.001) que no se modificó tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina (q=0.915, p>0.05). En los animales control la fluoxetina no 

ejerció ningún cambio significativo (p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la 

fuente de variación provino de la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=72.36, 

p<0.001]. 

 

 A nivel del giro dentado se observó una también hiperfuncionalidad del receptor 

CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control (+101%; 

q=9.644, p<0.001) que no disminuyó tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(q=2.717, p>0.05). En los animales control la fluoxetina no ejerció ningún cambio 

significativo (p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación 

provino de la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=90.36, p<0.001]. 
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Hipotálamo 

 

 En los núcleos hipotalámicos dorsomediales se observó una hiperfuncionalidad 

del receptor CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control 

(+68%; q=5.817, p<0.01) que no disminuyó tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(+36% del valor en el grupo control; q=2.749, p>0.05). En los animales control, la 

fluoxetina no ejerció ningún cambio (q=2.205, p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró 

que la fuente de variación provino de la variable cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,18)=19.35, p<0.01]. 

 

 En los núcleos hipotalámicos ventromediales no se observó ninguna diferencia 

significativa entre las ratas bulbectomizadas y las ratas control, aunque tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina se observó una desensibilización del receptor CB1 en 

las ratas control (-31%; q=2.975, p<0.05). El análisis de ANOVA de dos vías no reveló 

ninguna fuente de variación significativa. 

 

 

Amígdala 

 

 A nivel de la amígdala basolateral se observó una clara hipersensibilidad del 

receptor CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control 

(+77%; q=5.471, p<0.01) que no se modificó tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(q=1.693, p>0.05). En los animales control la fluoxetina no ejerció ningún cambio 

(q=2.513, p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de 

la variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=25.46, p<0.001]. 

 

 

Tronco del encéfalo 

 

 En la sustancia negra se observó una hiperfuncionalidad del receptor CB1 en los 

animales bulbectomizados con respecto a los animales control (+79%; q=7.105, 

p<0.001) que no desapareció tras el tratamiento crónico con fluoxetina (q=1.135, 
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p>0.05). En los animales control, la fluoxetina no ejerció ningún cambio (q=0.679, 

p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de la 

variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=34.90, p<0.001]. 

 

 A nivel del núcleo rafe magnus se observó una hiperfuncionalidad del receptor 

CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control (+49%; 

q=4.711, p<0.01) que no se modificó tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(p>0.05). En los animales control, la fluoxetina no ejerció ningún cambio (q=1.364, 

p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de la 

variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=11.30, p<0.01]. 

 

 Finalmente, en el núcleo parabraquial ventral se detectó una hiperfuncionalidad 

del receptor CB1 en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control 

(+38%; q=4.580, p<0.05) que no disminuyó tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(q=1.750, p>0.05). En los animales control, la fluoxetina no ejerció ningún cambio 

(p>0.05). El ANOVA de dos vías mostró que la fuente de variación provino de la 

variable cirugía [ANOVA cirugía: F(3,18)=6.997, p<0.05]. 

 

 

Ratio funcionalidad/densidad para el receptor CB1 

 

 A nivel de los núcleos del tronco cerebral del animal bulbectomizado nos 

encontramos con áreas en las que la señalización vía receptor CB1 está incrementada debido 

a un aumento en la funcionalidad (entre un +15 y un +80%) asociada a una tendencia a la 

reducción en la densidad, como se refleja con los valores de R en el caso de la sustancia 

negra, el rafe magnus y el núcleo parabraquial ventral (R de 2,4-1,7 y 1,4, respectivamente); 

hiperseñalización que revierte con fluoxetina.   

 

 En áreas encefálicas, esta hiperseñalización vía receptor CB1 es aún más manifiesta y 

estadísticamente significativa (valores de R entre 2,5-4,4), en prácticamente todos los 

núcleos o áreas estudiadas a consecuencia de los enormes incrementos en la funcionalidad 

(+80 a +150%) y las reducciones en la densidad del receptor CB1; el tratamiento crónico 
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tiende a reducir esta hiperseñalización pero sin conseguir llegar a los valores del grupo 

control (R entre 1,2-2,7).   

 

 Tras el tratamiento con fluoxetina en el animal control se observa una tendencia a la 

hipofuncionalidad (significativa en el hipotálamo ventromedial) pero con una reducción 

paralela en la densidad en la mayoría de las áreas cerebrales; de hecho si calculamos los 

valores de R darían cifras en torno a 1, indicando que estamos ante un regulación a la baja 

del receptor con la consiguiente bajada proporcional en la funcionalidad. 
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Figura 20.  Autorradiograma representativo de la estimulación de la fijación de 
[35S]GTPγS por el agonista WIN 55212-2 (10 µM) en el cerebro de animales control y 
bulbectomizados, y efecto del tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 
días) a nivel de la corteza frontal y del hipocampo anterior. A y A´ son secciones 
representativas de la fijación basal de [35S]GTPγS;  B y B´, representan la fijación 
estimulada de [35S]GTPγS en animales control (CO); C y C´, representan la fijación 
estimulada de [35S]GTPγS en animales bulbectomizados (OB);  D y D´, representan la 
fijación estimulada de [35S]GTPγS en animales bulbectomizados y tratados con 
fluoxetina (OBF). mPF, corteza prefrontal medial; PFC, corteza prefrontal, CA1, lámina 
CA1 del  hipocampo; DG, giro dentado del hipocampo.  
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4. Estudios fijación de radioligandos en homogenizados de membranas 

de corteza prefrontal  

 

 En la sección anterior hemos visto como la bulbectomía olfatoria induce un 

incremento en la funcionalidad  del receptor CB1 en áreas del telencéfalo (corteza, 

hipocampo, septo), diencéfalo (hipotálamo) y prosencéfalo (tronco cerebral), de menor 

o mayor magnitud y significación estadística. Además, los resultados obtenidos en una 

serie de experimentos autorradiográficos preliminares apuntaban a que en los niveles  

más anteriores de la corteza frontal (i.e. corteza prefrontal) la densidad y funcionalidad 

del receptor CB1 aparecían incrementadas de forma importante tras la bulbectomía 

olfatoria: la densidad autorradiográfica del receptor CB1  en la corteza prefrontal media 

estaba aumentada (+29%) tras la bulbectomía (37,95±1,83 vs. 28,95±2,61 fmol/mgr 

tejido en animales control; p= 0,02). Además, esta regulación a la alta en esta área 

cerebral iba asociada a un incremento en la fijación de [35S]GTPγS inducida por el 

agonista selectivo del receptor CB1 WIN 55212-2 (+40%; 190,07+17.78 vs. 

140.25±10.15% de la fijación basal en animales bulbectomizados y control, 

respectivamente; p= 0,02). Estos hallazgos indicativos de una mayor señalización vía 

receptor CB1 en la corteza prefrontal y las recientes evidencias en la literatura sobre 

similares alteraciones en la depresión, nos llevaron a plantear una serie de ensayos en 

homogenizados de corteza prefrontal de rata, que son los que a continuación 

describimos, destinados a analizar los posibles cambios en la densidad y funcionalidad 

del receptor CB1 inducidos por la bulbectomía, y su modulación tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina en la corteza prefrontal.  

 

 

4.1. Fijación de [3H]-CP55,940 a receptores CB1 en membranas de corteza 

prefrontal  

 

La fijación de [3H]-CP55,940 (0,0125–3,2 nM) en membranas de corteza 

prefrontal demostró ser saturable (Bmax en animales control de 639,4 ± 21,1 fmol/mgr 

proteína), a un solo sitio de fijación, de alta afinidad (valores de Kd por debajo de 1 

nM), y con un nivel de fijación no-específica de menos del 20% de la fijación total. El 
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análisis ANOVA de dos vías para los datos de Bmax del receptor CB1 reveló que la 

mayor fuente de variación correspondió a la variable tratamiento [F (1,24)= 5.69, p= 

0.02] y a la interacción cirugía/tratamiento [F (1,24) =25.98, p<0.0001].  

 

Como se muestra en al figura 21. los animales bulbectomizados presentan un 

incremento significativo (+40%) en la densidad máxima del receptor CB1 en corteza 

prefrontal (Bmax= 891,3 ± 54,2 fmol/mgr proteína) en comparación con los animales 

control (p < 0.001). Esta regulación a la alta desaparece en los animales 

bulbectomizados y tratados crónicamente con fluoxetina, observándose un valor medio 

de Bmax similar al del grupo de animales control  (Bmax= 615,4 ± 38,4 fmol/mg. 

proteína; p < 0.001 vs. animales bulbectomizados sin tratamiento). Por el contrario, el 

tratamiento crónico con fluoxetina no indujo cambio alguno en la Bmax del receptor 

CB1 en el grupo de animales control  (Bmax= 739,0 ± 26,6 fmol/mgr proteína).  

 

El análisis estadístico de la comparación entre los valores de afinidad del 

receptor CB1 (Kd) en los cuatro grupos experimentales no reveló diferencias 

significativas debidas a la cirugía y/o tratamiento (Kd en animales control: 0,14 ± 0,02 

nM; control-fluoxetina: 0,22 ± 0,03 nM; bulbectomizados: 0,21 ± 0,04 nM; y 

bulbectomizados-fluoxetina: 0,14 ± 0,03 nM).  

0

250

500

750

1000 ***

+++

CO OB

D
en

si
da

d 
re

ce
pt

or
 C

B
1

(B
m

ax
: 

fm
ol

/m
g.

 p
ro

te
in

a)

COF OBF
 

Figura 21. Efecto de la bulbectomía olfatoria y el tratamiento crónico con fluoxetina (10 
mg/kg/día, 14 días) sobre la densidad máxima (Bmax) del receptor CB1 medida como la 
fijación de [3H]´-CP55,940 en membranas de corteza prefrontal. Media ± E.E.M. de n 
valores individuales (CO= 6-7; COF=7-8; OB= 6; OBF= 7-8). ***p < 0.001 OB vs. CO y 
+++ p < 0.001 OBF versus OB (ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls como post 
hoc test). 
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4.2. Estimulación de la fijación de [35S]GTPγγγγS por el agonista cannabinoide WIN 

55,212-2 en membranas de corteza prefrontal 

  

El agonista del receptor CB1 WIN 55,212-2 estimuló de forma concentración 

dependiente la fijación de [35S]GTPγS en membranas de corteza prefrontal en el grupo 

de animales control con valores de eficacia máxima (Emax) de 300,9 ± 21,7% de la 

fijación basal y con una potencia en el rango micromolar (pEC50) de 6,0 ± 0.1 (figura 

22).  

 

El análisis ANOVA de dos vías demostró una fuente de variación muy 

importante tanto en el tratamiento [F(1,23)=15.04, p= 0.001], como en la cirugía  

[F(1,23)=6.17, p= 0.02] [ANOVA cirugía: F=43.73, p<0.001], además de una 

interacción significativa entre ambas variables [F(1,23)=5.41, p= 0.03] en el parámetro 

de eficacia máxima (Emax) del agonista WIN 55,212-2 para estimular la fijación de 

[35S]GTPγS. El análisis post hoc Newman-Keuls demostró un incremento significativo 

en la Emax en el grupo de animales bulbectomizados (+ 28%) en comparación con el 

grupo de animales control (Emax= 383,4 ± 22,5% vs. 300,9 ± 21,7% de la fijación basal, 

respectivamente; p < 0.05).  

 

Además, al igual que lo observado en los estudios de fijación de [3H]-CP55,940 

en membranas de corteza prefrontal,  el tratamiento crónico con fluoxetina revirtió este 

incremento en la eficacia máxima de la estimulación de la fijación de [35S]GTPγS por  

WIN 55,212-2 observado en los animales bulbectomizados, alcanzándose un valor 

medio de eficacia máxima similar al del  grupo de animales control (Emax= 277,7 ± 11,9 

de la fijación basal; p < 0.01 vs. animales bulbectomizados sin tratamiento). Por el 

contrario, el tratamiento crónico con fluoxetina no produjo efecto alguno en los 

animales control (Emax = 274,3 ± 10,4% de la fijación basal) (fig 22).  

 

El análisis estadístico de la comparación entre los valores de pEC50 (potencia) de 

los cuatro grupos experimentales no reveló diferencias significativas debidas a la cirugía 

y/o tratamiento (pEC50: control: 6,0 ± 0,1;  animales control-fluoxetina: 6,1 ± 0,1;  

bulbectomizados: 5,9 ± 0,2; y bulbectomizados-fluoxetina: 6,0 ± 0,1).  
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Figura  22. Efecto de la bulbectomía olfatoria y el tratamiento crónico con 
fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días) sobre la estimulación de la fijación de 

[35S]GTPγS por  el agonista CB1 WIN 55212-2 en membranas de corteza 
prefrontal. Los datos representados son las medias ± E.E.M. de n valores 
individuales obtenidos en experimentos realizados por triplicado (CO= 6-7; 
COF=7-8; OB= 6; OBF= 7-8). *p < 0.05 OB vs. CO y ++ p < 0.01 OBF vs. OB 

(ANOVA de dos vías seguido de Newman-Keuls como post hoc test). 

 

 

 

5. Estudios de la expresión de marcadores moleculares relacionados 

con plasticidad neuronal y neurogénesis   

 

 

5.1. Estudios de hibridación in situ (HIS)  

 

Mediante esta técnica se procedió al marcaje del material genético codificante 

(ARNm) para las proteínas BDNF y TrkB con la finalidad de valorar su expresión 

(cuantificación semicuantitativa) en diversas áreas y núcleos del cerebro de animales 

control/bulbectomizados y su modulación tras la administración crónica de fluoxetina. 
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5.1.1. Hibridación in situ de BDNF 

 

Corteza cerebral 

 

 Se observó un descenso (regulación a la baja) en la expresión del ARNm para el 

BDNF en la corteza prefrontal de los animales bulbectomizados con respecto a los 

animales control (-21%; q=3.687, p<0.05), que desapareció tras el tratamiento crónico 

con fluoxetina (q=5.650, p<0.01), alcanzándose niveles de expresión similares a los 

observados en los animales control (q=1.962, p>0.05).  

 

 El tratamiento crónico con fluoxetina en animales control no produjo cambio 

alguno en los niveles de expresión del ARNm para el BDNF (p>0.05). El análisis 

estadístico con el ANOVA de dos vías no reveló ninguna fuente de variación 

sobresaliente (tabla 10; fig. 23). 

 

 

 

Hipocampo 
 
 

 Se observó un descenso significativo en la expresión del ARNm para el BDNF en 

las regiones CA1 y CA2 del hipocampo de los animales bulbectomizados (-25%; 

q=3.684, p<0.05 vs. animales control), que desapareció tras el tratamiento crónico con 

fluoxetina (q=5.564, p<0.01) y alcanzó niveles similares a los mostrados por los 

animales control (p>0.05). El tratamiento crónico con fluoxetina en los animales control 

no produjo ningún efecto (p>0.05) sobre la expresión del ARNm para el BDNF. El 

análisis estadístico con el ANOVA de dos vías no reveló ninguna fuente de variación 

sobresaliente. En el resto de regiones del hipocampo, la capa CA3 y el giro dentado, se 

observó una tendencia a una mayor expresión del ARNm para el BDNF tras la 

bulbectomía (+23% y  +41%, respectivamente), que se mantiene tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina, pero incrementos que resultaron no ser significativos (tabla 10; 

fig. 24). 
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Tabla 10. Unidades densitométricas semicuantitativas correspondientes al marcaje de material 

genético codificante (ARNm) para el BDNF en el  cerebro de la rata control/ bulbectomizada y 

efecto de la administración crónica de fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días) 
 
 

Grupos experimentales 
Áreas cerebrales                               

CO COF OB  OBF 

Corteza Cerebral     

Corteza prefrontal 13,66 ± 0,93 13,68 ± 0,95 10,95 ± 1.03* 14,12 ± 1,76++ 

Hipocampo     

CA1 CA2 16,48 ± 2,03  16,48 ± 1,23 11,75 ± 2,01*  18,12 ± 2,42++ 

CA3 22,0 ± 2,16 21,86 ± 5,07 26,74 ± 4,62 32,12 ± 5,18 

Giro Dentado 17,38 ± 1,26 18,37 ± 3,10 24,15 ± 4,81 23,91 ± 2,54 

 
Los datos representan las medias ± E.E.M. *p<0.05 vs. animales control (CO). ++p<0.01 vs. animales 
bulbectomizados (OB). ANOVA de dos vías seguido de análisis post hoc de Newman-Keuls (CO=6-
8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
 

 

 

 
 

Figura 23. Imagen representativa de la expresión del ARNm (hibridación “in situ”) para el BDNF a nivel 
de la corteza prefrontal en el cerebro de animales control/bulbectomizados no tratados y tratados 
crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). A), control; B) bulbectomizados; C) control+ 
fluoxetina; D) bulbectomizados+fluoxetina. CxF, corteza frontal; mPFC, corteza prefrontal medial. 
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Figura 24. Imagen representativa de la expresión del ARNm (hibridación “in situ”) para el BDNF a nivel 
del hipocampo anterior en el cerebro de animales control/bulbectomizados no tratados y tratados 
crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). A), control; B) bulbectomizado; C) 
control+fluoxetina; D) bulbectomizado+fluoxetina. GD. Giro dentado; CA1-CA3, láminas CA1 y CA3 
del hipocampo.  

 

 

 

5.1.2.  Hibridación in situ del receptor TrkB para BDNF 

 

Corteza cerebral  

 

 A nivel de la corteza prefrontal se cuantificó un descenso en la expresión del 

ARNm para TrkB en los animales bulbectomizados con respecto a los animales control 

(-52%; q=8.565, p<0.001), que se revirtió tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

(q=4.264, p<0.05) aunque parcialmente (50%), pues no llegó a los valores de expresión 

como los encontrados en los animales  control (-25% del control; q=4.301, p<0.01).  

 

 Asimismo, el tratamiento crónico con fluoxetina en los animales control produjo 

un descenso significativo en los niveles de expresión de ARNm para TrkB (-38%; 

q=6.334, p<0.001). El análisis estadístico con el ANOVA de dos vías reveló que las 

mayores fuentes de variación fueron la interacción [ANOVA interacción: 
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F(3,13)=16.81, p<0.01] y cirugía [ANOVA cirugía: F(3,13)=6.385, p<0.05] (tabla 11; 

fig. 25). 

 

 

Hipocampo 

 

 No se encontraron cambios significativos en los niveles de expresión del ARNm para 

TrkB en las regiones del hipocampo analizadas, aunque para el giro dentado se observó una 

cierta disminución en su expresión tras la bulbectomía (-24%) con respecto a los valores de 

expresión observados en los animales control, que parece normalizarse tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina (tabla 11; fig. 25). 

 
 
 
 
Tabla 11. Unidades densitométricas semicuantitativas) correspondientes al marcaje de material 
genético codificante (ARNm) para TrkB en el  cerebro de rata control/ bulbectomizada y efecto 
de la administración crónica de fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días)  
 

 

Grupos experimentales 
Áreas 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 ± 5,88  27,66 ± 3,92  

CA3 29,30 ± 4,14  30,30 ± 3,62  26,52 ± 5,06  35,35 ± 4,81 

Giro Dentado 33,03 ± 1,76 35,17 ± 6,03 24,67 ± 5,19  32,34 ± 4,28  

 
Los datos representan las medias ± E.E.M. ** p<0.01 y  *** p<0.001 vs. animales control (CO). +p<0.05 
vs. animales bulbectomizados (OB). ANOVA de dos vías seguido de análisis post hoc de Newman-Keuls 
(CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
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Figura 25. Imagen representativa de la expresión del ARNm (hibridación “in situ”) para el 
receptor TrkB a nivel de la corteza prefrontal en el cerebro de animales control/bulbectomizados 
no tratados, y tratados crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). A), control; B) 
bulbectomizados; C) control+ fluoxetina; D) bulbectomizados+fluoxetina. CxF, corteza frontal; 
mPFC, corteza prefrontal medial. 

 

 

 

 

5.2. Estudio del curso temporal de la expresión de marcadores moleculares 

implicados en plasticidad neuronal y neurogénesis  hipocampal en  la rata 

bulbectomizada mediante técnicas de western-blot 

 
 Una vez sacrificados los animales a diferentes tiempos postcirugía (30, 45  y 90 

días), obtenidas y procesadas las muestras cerebrales (hipocampo), se analizó y 

cuantificó el nivel de expresión de diversos elementos intracelulares reguladores de la 

neurogénesis hipocampal en la ata que están implicados en neuroplasticidad y 

supervivencia neuronal (AKT, ERK/pERK, CREB/pCREB, TrkB  así la cascada de 

señalización de Wnt/ß-catenina).  
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5.2.1. AKT 

 

Como se observa (fig. 26), el nivel de expresión de AKT en el hipocampo 

(medido como el porcentaje de densidad óptica relativa) a los 30 días de la operación 

disminuye con relación al valor del grupo control (60,1±17,3%; q=5.546, p<0.01). A 

los 45 días la expresión de AKT sigue siendo menor que en los animales control 

(70,3±10,4% q=4.115, p<0.05), si bien ha aumentado con respecto a los animales 

bulbectomizados de 30 días. Tras 90 días de la operación el porcentaje de densidad 

óptica relativa del marcaje de AKT aumenta hasta alcanzar unos valores equivalentes a 

los mostrados por los animales control (96,5±5,5 %;  q=0.8182, p>0.05). 
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Figura 26. Gráfica representativa del curso temporal  de la expresión de 
AKT (a los 30, 45 y 90 días postbulbectomía) en el hipocampo de animales 
control (CO) y bulbectomizados (OB) y medida como  porcentaje de 
densidad óptica relativa. Los valores densitométricos están normalizados 
respecto a la proteína GAPH. Los datos representan las medias ± E.E.M 
*p<0.05 y **p< 0.01 vs. animales control (CO) (test ANOVA 1 vía) 
(CO=14,OB30=6,OB45=8,OB90=6). 

 

 

5.2.2. Receptor TrkB 

 

En cuanto a la expresión de la subunidad de 90 Kda de TrkB en el hipocampo, 

vemos como a los 30 días de la operación no hay cambios significativos en 

comparación con la expresión en los animales control (p>0.05). A los 45 días 

postbulbectomía, el nivel de expresión de TrkB continúa en unos valores muy similares 

al de los animales control (p>0.05) y, no es hasta los 90 días cuando se aprecia un 
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aumento significativo con respecto a los animales control (+37%; q=4.024, p<0.05) 

(fig. 27). 

 

En la gráfica correspondiente a la subunidad de 110 Kda, vemos como el curso 

temporal de la expresión es similar a lo descrito para la otra subunidad: ligero descenso 

a los 30 días postcirugía no significativo (p>0.05), que se acentúa transcurridos 15 días 

más (q=2.738, p>0.05). Es a los 90 días postcirugía cuando esa tendencia desaparece e 

incluso el nivel de expresión parece situarse por encima de los valores control (+28%; 

q=2.266, p>0.05), aunque sin alcanzar significación estadística. 
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Figura 27. Gráfica representando el curso temporal de la expresión de las dos 
subunidades de la TrkB, 90 Kda (A)  y 110 Kda (B) en el hipocampo de animales 
control (CO) y bulbectomizados (OB). Los datos representan las medias ± 
E.E.M. *p< 0.05 vs. animales control (CO=14,OB30=6,OB45=8,OB90=6). 
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5.2.3 ERK/pERK 

 

Con relación a la expresión de esta quinasa en el homogeneizado de hipocampo 

de los animales bulbectomizados, podemos ver como la expresión de ERK a los 30 días 

de la operación es diferente de la observada en los animales control (p>0.05). Tras 45 

días de la operación, los niveles de expresión siguen siendo similares a los de los 

animales control (q=1.741, p>0.05). Ya en el día 90 postcirugía los niveles detectados 

superaron a los encontrados en el grupo de animales control (+27%; q=3.822, p<0.01) 

(fig. 28) 

 

 Los datos analizados muestran también que tras 30 días de operación existe una 

disminución en la expresión de la forma activa de ERK (pERK) con respecto a los 

animales control (q=4.199, p<0.05). En el día 45 postcirugía, dicha disminución 

revierte totalmente hasta unos valores equivalentes a los de los animales control 

(p>0.05). A los 3 meses de la operación, el porcentaje de densidad óptica aumenta 

drásticamente comparativamente a los animales control (+27%; q=8.352, p<0.001). 

 

 

 
Figura 28. Gráficas representando el curso temporal de la expresión (porcentajes de 
densidad óptica relativa)  de ERK (A) y pERK (B) en hipocampo de animales control 
(CO) y bulbectomizados (OB). Los datos representan las medias ± E.E.M. *p< 0.05, 
** p< 0.01 y ***p< 0.001 vs. animales control (test ANOVA 1 vía) 
(CO=14,OB30=6,OB45=8,OB90=6). 
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5.2.4  CREB/pCREB 

 

Los datos analizados muestran que tras 30 días de operación no existe variación 

en la expresión de CREB con respecto a los animales control (p>0.05). En el día 45 

postcirugía continúa sin haber variaciones entre ambos grupos de animales  (p>0.05). 

Tras 90 días de la operación los valores siguen siendo equivalentes entre animales 

bulbectomizados y control (p>0.05) (fig. 29). 

 

Por su parte, con relación a la expresión de la forma activa de CREB (pCREB), 

observamos que tras 30 días de operación  existe una  drástica disminución en su 

expresión con respecto a los animales control (-48%; q=5.384, p<0.001). En el día 45 

postcirugía, la disminución en el porcentaje continúa, si bien menos acusada que en el 

día 30 (-37%; q=4.166, p<0.01). En el día 90 tras la operación el porcentaje de los 

animales bulbectomizados se equipara con el de los animales control (q=0.832, p>0.05). 

 

 

 
 

Figura 29. Gráfica representando el curso temporal de la expresión de CREB (A) y 
pCREB (B) en el hipocampo de animales control (CO) y bulbectomizados (OB). Los 
datos representan las medias ± E.E.M. . **p< 0.01 y ***p<0.001 vs. animales control 
(test ANOVA 1 vía) (CO=14,OB30=6,OB45=8,OB90=6). 
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5.2.5  ß-catenina 

 

Como se observa, el porcentaje de densidad óptica indica que la expresión de ß-

catenina disminuye drásticamente a los 30 días de la operación (-40%; q=6.930, 

p<0.001). A los 45 días su expresión sigue siendo menor que en los animales control (-

30%; q=5.358, p<0.01). Tras 90 días de la operación, la expresión de ß-catenina 

hipocampal aumenta hasta alcanzar unos valores equivalentes a los mostrados por los 

animales control (q=0.6350, p>0.05) (fig. 30). 
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Figura 30. Gráfica representando el curso temporal de la expresión de ß-
catenina en el hipocampo de animales control (CO) y bulbectomizados (OB). 
Los datos representan las medias ± E.E.M. ***p< 0.001 y **p<0.01 vs. 
animales control (test ANOVA 1 vía) (CO=14,OB30=6,OB45=8,OB90=6). 

  

 
 
5.3.  Estudios de expresión de proteínas implicadas en plasticidad neuronal y 
neurogénesis hipocampal por técnicas de western-blot: efecto de la bulbectomía 
olfatoria y del tratamiento crónico con fluoxetina  

 

 

5.3.1 AKT 

 

Como puede apreciarse en la figura 31, hay una tendencia, aunque no 

significativa, a la disminución en el nivel de expresión de AKT en el hipocampo de las 

ratas bulbectomizadas con respecto a las ratas control (-40%; q=1.603, p>0.05). El 
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tratamiento crónico con fluoxetina en los animales bulbectomizados induce un 

espectacular incremento en la expresión de AKT con relación a los no tratados (+186%; 

q=4.488, p<0.05) que supera los valores observados en las ratas control indicando una 

tendencia al aumento (+72%; q=2.886, p>0.05). En animales control, el tratamiento 

crónico con fluoxetina también provoca un claro aumento en comparación con los 

animales no tratados (+112%; q=4.471, p<0.05). El análisis de ANOVA de dos vías 

reveló que la mayor fuente de variación correspondió a la variable tratamiento 

[ANOVA tratamiento: F(3,22)=15.50, p<0.001].  
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Figura 31. Gráfica y western representativos de la expresión de AKT a nivel del hipocampo de 
animales control/bulbectomizados no tratados y tratados crónicamente con fluoxetina (10 
mg/kg/día, 14 días, s.c.) Los datos representan las medias ± E.E.M. . +p< 0.05 vs. animales 
control/bulbectomizados no tratados (test ANOVA 2 vías tras análisis post hoc de Newman-
Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
 
 
 

5.3.2 Receptor TrkB 

 

No se observaron diferencias significativa entre los animales control y los 

bulbectomizados no tratados (p>0.05) en la expresión de la subunidad 90 Kda de TrkB.  

El tratamiento crónico con fluoxetina tampoco provocó ningún cambio significativo en 

los niveles de  expresión de TrkB 90 kDa ni en los animales control (p>0.05) ni en los 

animales bulbectomizados (p>0.05) (fig. 32). 
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Los datos analizados sobre la expresión de la subunidad TrKB 110 Kda 

muestran una ligera tendencia hacia el descenso (-26%) en su expresión en el 

hipocampo de los animales bulbectomizados con respecto a los animales control, pero 

que resultó ser no significativa (p>0.05). El tratamiento crónico con fluoxetina tampoco 

provoca ningún cambio ni en los animales control (p>0.05) ni en los animales 

bulbectomizados (p>0.05). 

 

 

 
 
Figura 32. Gráfica representando la expresión de las subunidades TrkB 90 Kda (A) y TrkB 
110 Kda (B) en el  hipocampo de animales control/bulbectomizados no tratados y tratados 
crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). Los datos representan las medias ± 
E.E.M.  (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 

 

 

5.3.3 ERK/pERK 

 

Los datos analizados no muestran diferencia alguna en la expresión de ERK en 

el hipocampo entre los animales control y los bulbectomizados no tratados con el 

antidepresivo (p>0.05). El tratamiento crónico con fluoxetina tampoco provoca ningún 

cambio, ni en los animales control (p>0.05) ni en los animales bulbectomizados, 

(p>0.05) sobre la expresión de ERK en el hipocampo. Tampoco se encontraron 

diferencias en la expresión de pERK entre los animales control y los bulbectomizados 

(p>0.05), aunque sí parece haber una cierta tendencia  hacia la disminución en el 

hipocampo de los animales bulbectomizados. Sin embargo, el tratamiento crónico con 
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fluoxetina indujo cambios significativos tanto en los animales control como los 

bulbectomizados. En efecto, se observó un aumento en la expresión de pERK en el 

hipocampo de animales bulbectomizados tratados con fluoxetina (+ 100%; q=5.421, 

p<0.01), alcanzando valores similares a los de los animales control (q=2.728, p>0.05). 

Además, el tratamiento crónico con fluoxetina en los animales control también produjo 

un aumento, aunque menor que en el caso anterior, en la expresión de pERK en el 

hipocampo en comparación con los animales control (+63%; q=4.791, p<0.01). El 

análisis ANOVA de dos vías reveló que las mayores fuentes de variación se debieron a 

la variable tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,22)=22.09, p<0.001] y a la cirugía 

[ANOVA cirugía: F(3,22)=4.6, p<0.05] (fig. 33). 

 

 

 

Figura 33. Gráfica representando la expresión de ERK (A) y pERK (B) en el hipocampo de 
animales control/bulbectomizados no tratados y tratados crónicamente con fluoxetina (10 
mg/kg/día, 14 días, s.c.). Los datos representan las medias ± E.E.M. ++p< 0.01 vs. animales 
control/bulbectomizados no tratados (test ANOVA 2 vías tras análisis post hoc de Newman-
Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
 

 

5.3.4 CREB/pCREB 

 

Los datos analizados no muestran diferencia alguna en la expresión de CREB en 

el hipocampo entre los animales control y los bulbectomizados no tratados (p>0.05). El 

tratamiento crónico con fluoxetina tampoco provoca ningún cambio significativo ni en 

los animales control (p>0.05) ni en los animales bulbectomizados (p>0.05). Tampoco 

se ven diferencias significativas en la expresión de pCREB en el hipocampo entre los 
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animales control y los bulbectomizados no tratados (p>0.05). Además, de nuevo, el 

tratamiento crónico con fluoxetina tampoco provoca ningún cambio ni en los animales 

control (p>0.05) ni en los animales bulbectomizados (p>0.05) sobre los niveles de 

expresión de pCREB hipocampales (fig. 34). 
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Figura 34. Gráfica representando la expresión de CREB (A) y pCREB (B) en el 
hipocampo de animales control/bulbectomizados no tratados y tratados 
crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). Los datos representan las 
medias ± E.E.M. (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 

 

 

5.3.5  ß-catenina 

 

Nuestros resultados demuestran un descenso significativo, casi a la mitad, en el 

nivel de expresión de la proteína intracelular ß-catenina en el hipocampo de las ratas 

bulbectomizadas con respecto a las ratas control (-42%; q=3.840, p<0.05). El 

tratamiento crónico con fluoxetina en estos animales provoca un aumento (+86% del 
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valor observado en los bulbectomizados no tratados; q=4.641, p<0.01), recuperándose 

la expresión de ß-catenina hasta valores similares a los encontrados en el hipocampo de 

los animales control (q=0.8, p>0.05). En los animales control, también el tratamiento 

crónico con fluoxetina provocó un aumento significativo en comparación con los 

animales control (+57%; q=5.235, p<0.01). El análisis de ANOVA de dos vías reveló 

que las mayores fuentes de variación correspondieron a las variables tratamiento 

[ANOVA tratamiento: F(3,22)=17.92, p<0.001] y a la cirugía [ANOVA cirugía: 

F(3,22)=12.58, p<0.01] (fig. 35). 
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Figura 35. Gráfica representando la expresión de ß-catenina en el 
hipocampo de animales control/bulbectomizados no tratados y tratados 
crónicamente con fluoxetina (10 mg/kg/día, 14 días, s.c.). Los datos 
representan las medias ± E.E.M.  *p<0.05 vs. animales control no 
tratados y ++p< 0.01 vs. animales control/bulbectomizados no tratados 
(test ANOVA 2 vías tras análisis post hoc de Newman-Keuls) (CO=6-
8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
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6. Estudios inmunocitoquímicos en el hipocampo de rata 

 

 

6.1. Marcaje de ββββ-catenina en hipocampo de rata: inmunohistoquímica por DAB  

 

A continuación se describen los resultados correspondientes a los cambios en el 

número (%) de células inmunopositivas frente al marcaje de β-catenina en el hipocampo 

de los animales control y bulbectomizados, y el efecto del tratamiento crónico con 

fluoxetina.  

 

El análisis ANOVA de dos vías nos muestra una fuente de variación muy 

importante tanto en el tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,22)=20.87, p<0.001] 

como en la cirugía [ANOVA cirugía: F(3,22)=43.73, p<0.001], mostrando una 

interacción no significativa entre ambas [ANOVA interacción: F(3,22)=1.601. p>0.05].  

 

El análisis post hoc “Newman-Keuls” revela una reducción significativa del 

número de células inmunoreactivas para β-catenina en la zona subgranular del giro 

dentado del hipocampo en los animales bulbectomizados con respecto a los animales 

control (-34%; q=5.348, p<0.01).  

 

También se observa un aumento de células inmunopositivas frente al marcaje de 

β-catenina en los animales bulbectomizados tratados crónicamente con fluoxetina 

(+32%; q=3.303, p<0.05), llegándose a cuantificar un número de células similar al 

observado en el hipocampo de animales control (q=2.044, p>0.05).  

 

También se encontró un aumento significativo en el número de células 

inmunoreactivas para la β-catenina en animales control tras la administración crónica 

del antidepresivo (+36%; q=5.834, p<0.001) (fig. 36 y 37). 
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Figura 36. Marcaje de células β-catenina-positivas (% de células inmunoreactivas para β-
catenina) en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo en animales 
control/bulbectomizados, y efecto de la administración crónica de fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 
14 días). Los datos representan las medias ± E.E.M. ** p<0.01 vs. animales control no tratados, 
+p<0.05 y +++p<0.001 vs. control/bulbectomizados no tratados (test ANOVA 2 vías tras análisis 
post hoc de Newman-Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8). 
 

 

 

 
Figura 37. Representación microfotográfica de la inmunohistoquímica de β-catenina en la zona 
subgranular del giro dentado del hipocampo en una rata control (A), una rata control tratada con 
fluoxetina 10 mg/kg/día, 14 días (B), una rata bulbectomizada (C) y una rata bulbectomizada 
tratada con fluoxetina 10 mg/kg/día, 14 días (D). 
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6.2. Marcaje de BrdU en hipocampo de rata: inmunofluorescencia de células 

BrdU+ 

 

A continuación se describen los resultados de los estudios de 

inmunofluorescencia de BrdU en el hipocampo de los animales control y  

bulbectomizados, y el efecto del tratamiento crónico con fluoxetina.  

 

Podemos observar cambios significativos en el número (%) de células 

inmunopositivas frente al marcaje de BrdU en el hipocampo de los animales control y 

los animales bulbectomizados (fig. 38 y 39).  

 

El análisis ANOVA de dos vías nos muestra una fuente de variación muy 

importante tanto en el tratamiento [ANOVA tratamiento: F(3,22)=15.38, p<0.01] como 

en la cirugía [ANOVA cirugía: F(3,22)=64.38, p<0.001], mostrando una interacción no 

significativa entre ambas [ANOVA interacción: F(3,22)=0.2808. p>0.05].  

 

El análisis post hoc “Newman-Keuls” revela una reducción significativa del 

número de células positivas para el marcaje inmunohistoquímico de BrdU en la zona 

subgranular del giro dentado del hipocampo en los animales bulbectomizados con 

respecto a los animales control (-28%; q=7.494, p<0.001).  

 

También se observa un aumento de células marcadas en los animales 

bulbectomizados tras la administración crónica de fluoxetina (+18%; q=3.388, p<0.05) 

que no llega a revertir el porcentaje hasta los valores mostrados por los animales 

control, aunque se acerca (q=4.106, p<0.05).  

 

Observamos igualmente un aumento de células inmunopositivas frente al 

marcaje de BrdU en los animales control tras la administración crónica del 

antidepresivo (+16%; q=4.488, p<0.01). 
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Figura 38. Marcaje de células BrdU-positivas (% de células inmunopositivas para BrdU) en 
la zona subgranular del giro dentado del hipocampo en animales control/bulbectomizados y 
efecto de la administración crónica de fluoxetina (10 mg/kg/día, s.c., 14 días). Los datos 
representan las medias ± E.E.M. ***p<0.001 vs. animales control no tratados, +p<0.05 y 
++p<0.01 vs. control/bulbectomizados no tratados (test ANOVA 2 vías tras análisis post hoc 
de Newman-Keuls) (CO=6-8,COF=6-8,OB=6-8,OBF=6-8).  
 
 
 

 

 

Figura 39. Representación microfotográfica de la inmunofluorescencia de BrdU en la zona 
subgranular del giro dentado del hipocampo en una rata control (A), una rata tratada con 
fluoxetina 10 mg/kg/día, 14 días (B), una rata bulbectomizada (C) y una rata bulbectomizada 
y tratada con fluoxetina 10 mg/kg/día, 14 días (D). Las células BrdU+ se marcaron usando 
Texas-red y los núcleos se visualizaron marcando con DAPI. 
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Cuando correlacionamos los resultados de los dos últimos estudios 

inmunohistoquímicos podemos ver claramente que  el incremento en el porcentaje de 

células marcadas con β-catenina es totalmente proporcional al incremento de células 

marcadas con BrdU, como se muestra en la gráfica de la figura 40 (r=0.784, p<0.001; 

análisis de correlación de Pearson). 
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Figura 40. Correlación significativa entre el porcentaje de incremento en el 
número de células BrdU+ y el porcentaje de incremento de células inmunoreactivas 

para β-catenina inducidos por el tratamiento crónico con fluoxetina (Test de 
correlación de Pearson). 
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 196 

 



Discusión 

 197 

1. Alteraciones conductuales del síndrome de bulbectomía olfatoria 

bilateral en la rata: efecto de la administración crónica de fluoxetina 

 

 Nuestros resultados en el test del campo abierto demuestran claramente la 

aparición de unas alteraciones conductuales persistentes que son inducidas por la 

bulbectomía olfatoria bilateral y que se consideran propias de este modelo animal de 

depresión crónica con ansiedad comórbida: la hiperactividad y el aumento de la 

actividad exploratoria en un entorno abierto y aversivo. Como se ha descrito en los 

resultados, nuestras observaciones en todos los grupos experimentales de ratas 

bulbectomizadas han seguido este patrón, en forma de un aumento en el número de 

deambulaciones totales y del número de alzamientos. Además, nuestro estudio 

demuestra que el tratamiento crónico con el antidepresivo ISRS fluoxetina revierte esta 

hiperactividad, el parámetro conductual más representativo del síndrome de 

bulbectomía olfatoria bilateral.  

 

 La manifestación de una mayor actividad motora (hiperactividad reflejada como 

un mayor número de deambulaciones) y una mayor actividad exploratoria (alzamientos) 

en un área cerrada como es el campo abierto son los índices más aceptados en el cambio 

conductual producido por el síndrome de bulbectomía olfatoria (Van Riezen et al., 

1976; Kelly et al., 1997; Song y Leonard, 2005; Wang et al., 2007; Roche et al., 2008). 

Además, este test conductual es el más comúnmente utilizado como indicador de la 

actividad antidepresiva crónica de un fármaco y  que se traduce como la atenuación de 

la hiperactividad mostrada por la rata bulbectomizada (Van Riezen y Leonard, 1990; 

Kelly y Leonard, 1994; Kelly et al., 1997; Mar et al., 2000; Cryan y Mombereau, 2004; 

Roche et al., 2007; Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2009). Es importante reseñar que los 

resultados en el test del campo abierto deben interpretarse correctamente de acuerdo con 

la forma y el modo en el que se realiza el test. El hecho de que las ratas 

bulbectomizadas muestren hiperactividad, con respecto a los animales control, en el test 

del campo abierto en condiciones de alta luminosidad es algo bien establecido (Kelly et 

al., 1997; Leonard y Tuite, 1981). Por el contario, se detecta movilidad reducida en 

condiciones de baja intensidad luminosa (Stockert et al., 1988), aunque también se ha 

descrito que con unas paredes completamente negras pueden aparecer una respuesta 
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parecida. En nuestros estudios hemos realizado un test del campo abierto como el 

descrito originalmente por Kelly y Leonard (1994), es decir, con unas condiciones 

lumínicas muy intensas y con las paredes interiores del aparato reflectantes. Estas 

condiciones parecen ser las necesarias para una respuesta típica del síndrome ante un 

ambiente novedoso estresante y aversivo. Otros investigadores han estudiado el 

comportamiento, la actividad motora y la actividad exploratoria espontánea de estos 

animales durante varios días, y no solamente durante los cinco minutos que dura el test 

del campo abierto, detectándose un aumento en la hiperactividad nocturna, mientras que 

durante la fase del día su actividad era muy similar a las de las ratas control (Giardina y 

Radeck, 1991).  

 

 Además de estos dos parámetros de medida de la hiperactividad de estos animales, 

también hemos examinado el número de acicalamientos y el número de deambulaciones 

centrales como parámetros que puedan reflejar un estado ansioso de estos animales, 

dado que el modelo se ha definido últimamente como un modelo de depresión con 

ansiedad comórbida (Wang et al., 2007). Así, observamos en ambos casos que, aunque 

no se han producido cambios significativos entre los dos grupos experimentales de 

animales, sí que se observa una cierta tendencia a la disminución de estos dos 

parámetros en los animales bulbectomizados, lo que reflejaría una cierta predisposición 

de estos animales a mostrar un fenotipo ansioso. De hecho, en la literatura existen otros 

estudios realizados de forma más específica para estudiar y confirmar el componente 

ansioso de los animales bulbectomizados, como el test de la interacción social y el test 

del laberinto elevado (Wang et al., 2007), ambos tests validados como modelos de 

ansiedad (Rex et al., 2004), y en el que clara y significativamente los animales 

bulbectomizados manifiestan un mayor nivel de ansiedad. Otro de los parámetros 

registrados fue el número de defecaciones (número de bolos fecales), que sería un 

índice indirecto de la activación vegetativa inducida por la ansiedad ante situaciones 

novedosas y aversivas. De nuevo no encontramos cambios significativos, aunque sí una 

tendencia al aumento en el número de bolos fecales en las ratas bulbectomizadas, en 

consonancia con ese componente ansioso que define a este modelo animal. Tampoco en 

un estudio previo se encontraron cambios significativos en este parámetro (Stock et al., 

2000). Sin embargo, si se han descrito cambios en parámetros fisiológicos que traducen 
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una mayor activación autonómica o vegetativa en el animal bulbectomizado cuando se 

le expone al campo abierto, como son alteraciones en la presión arterial, la temperatura 

corporal o el ritmo cardíaco; estos cambios se revierten tras el tratamiento crónico con 

antidepresivos junto a esa “normalización” conductual manifestada como una  reversión 

de la hiperactividad en el campo abierto (Roche et al., 2007). 

 

 Nuestros resultados también demuestran que la hiperactividad del síndrome de 

bulbectomía olfatoria en el test del campo abierto típica se mantiene estable durante un 

período muy largo de tiempo, en nuestro caso hasta los 3 meses tras la cirugía, 

confirmando los hallazgos previos en la literatura. Mucignat-Caretta et al., (2006) han 

demostrado que el ratón bulbectomizado no sólo sigue mostrando la hiperactividad 

típica del modelo en el campo abierto durante al menos un mes sino que también 

presenta y persisten otras alteraciones visibles en otros tests de valoración de la 

conducta de tipo depresivo (como el de la natación forzada) y en los tests de evaluación 

de la memoria y aprendizaje (prueba del laberinto acuático). También hay evidencias 

experimentales en la rata de la persistencia temporal de dichas manifestaciones 

semiológicas conductuales propias del síndrome de bulbectomía olfatoria. Así, Van der 

Stelt et al. (2005) demuestran la hiperactividad en el campo abierto hasta transcurridos 5 

meses desde la bulbectomía asociados a diversos cambios neuroquímicos: una 

reducción en el contenido de 5-HT a nivel de la amígdala y del hipocampo dorsal, y una 

menor tasa de síntesis de 5-HT. Otros autores describen la persistencia del déficit de 

memoria tras la bulbectomía en la rata cuando se valora en el test del laberinto acuático 

(Nesterova et al., 2008), demostrando por tanto que también los cambios en funciones 

cognitivas (memoria y aprendizaje) permanecen a lo largo del tiempo. En conclusión, 

todos estos estudios y nuestros resultados confirman que los cambios conductuales en el 

animal bulbectomizado son crónicos y estables, lo que reflejaría la persistencia a lo 

largo del tiempo de las alteraciones neuroquímicas, moleculares, morfológicas y 

estructurales en el cerebro de estos animales que subyacen a dichas alteraciones 

conductuales.   

 

 Uno de los puntos más relevantes del modelo de bulbectomía olfatoria, sino el que 

más, es la atenuación de esta hiperactividad mostrada por las ratas bulbectomizadas tras 
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el tratamiento crónico, que no agudo, con varios tipos de antidepresivos (Van Riezen et 

al., 1976; Cairncross et al., 1977; Jesberger y Richardson, 1986; Kelly et al., 1997; 

Cryan y Mombereau, 2004). Nosotros demostramos que el antidepresivo fluoxetina a 

una dosis de 10 mg/kg/día administrado de forma crónica (durante catorce días) 

mediante infusión s.c. utilizando minibombas osmóticas revierte de forma significativa 

la hiperactividad motora (deambulaciones) y exploratoria (alzamientos) inducidas por la 

bulbectomía. En nuestro caso, la administración mediante minibombas osmóticas 

garantiza unos niveles estables plasmáticos y cerebrales de fluoxetina durante todo el 

tiempo de administración, como lo confirman estudios realizados en nuestro  

laboratorio, lo que unido a la farmacocinética de la fluoxetina se traduce en un bloqueo 

continuo y mantenido del transportador de serotonina (5-HTT).  

 

 No hay muchos estudios en la literatura que demuestren este efecto de la 

fluoxetina en el modelo de bulbectomía olfatoria en la rata. Entre los primeros estudios 

se encuentra el de Butler y Leonard (1990), en el que la administración de fluoxetina 

durante 3 semanas no revirtió ni la hiperactividad ni el déficit en la recaptación 

sinaptosomal de 5-HT que presentaban los animales bulbectomizados. Sin embargo, en 

estudios posteriores la fluoxetina si ha mostrado actividad antidepresiva tras la 

bulbectomía tanto en el ratón (Possidente et al., 1996) como en la rata (Mar et al., 2000; 

Roche et al., 2007). Hay que tener en cuenta que la actividad antidepresiva de la 

fluoxetina no siempre ha sido confirmada, no sólo en este modelo animal de depresión 

sino también en otros modelos preclínicos; los resultados dependen del tipo de test y las 

condiciones ambientales de su realización, así como de la dosis y vía de administración 

de la fluoxetina, y, por supuesto, de la cepa de rata utilizada (López-Rubalcava y Lucki 

2000; Cryan et al. 2005). En nuestro estudio, la aproximación metodológica es 

relativamente similar a la seguida por Mar et al. (2000) que demostraron la reversión de 

la hiperactividad inducida por la bulbectomía en la rata tras la administración de 

fluoxetina 10 mg/kg/día (vía i.p.; 21 días) en condiciones similares de alta luminosidad 

(aversividad) a la hora de realización del test de campo abierto, factor que es 

determinante a la hora de detectar la reversión por fluoxetina de esa hiperactividad. En 

el estudio de Roche et al (2007), el tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día; 

s.c.; 5 semanas) también revirtió todas las alteraciones conductuales, fisiológicas y 
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neuroquímicas que mostraban las ratas bulbectomizadas al ser expuestas al test del 

campo abierto: la hiperactividad y el aumento de la actividad exploratoria, la menor 

capacidad de respuesta predecible al estrés (valorando la frecuencia cardíaca y la 

temperatura corporal) y el aumento de la actividad neuronal (expresión de c-fos) en el 

hipocampo, la amígdala, el tálamo y el núcleo del rafe dorsal.  

 

 En cuanto a los parámetros de tipo ansiedad como son los acicalamientos, 

observamos que el tratamiento crónico con fluoxetina no ejerce ningún cambio 

significativo, ni en los animales control ni en los bulbectomizados, resultados que 

pueden concordar con el estudio de Mar et al., (2000), donde se muestra cómo la 

fluoxetina ejerce un efecto mucho menor en el test de ansiedad del laberinto elevado en 

comparación con el efecto que produce en el test del campo abierto, indicando que los 

efectos conductuales beneficiosos son mucho más claros cuando se examinan 

parámetros conductuales relacionados con depresión agitada que con parámetros más de 

tipo ansioso.  

 

 Con relación al número de defecaciones, el tratamiento crónico con fluoxetina 

provocó un incremento en ambos grupos. Sin embargo, se ha demostrado que el 

tratamiento crónico con fluoxetina atenúa el aumento de defecaciones observado en las 

ratas sometidas a una exposición crónica al estrés (Zhang et al. 2000) pero que, en 

cambio, induce diarrea en las ratas no estresadas (Zhang et al. 2000). Este incremento 

que hemos detectado en las defecaciones podría deberse a la acción sobre el sistema 

serotonérgico localizado a nivel gastrointestinal (James et al. 2005), reflejando quizás 

un efecto secundario del antidepresivo a este nivel a las dosis empleadas en nuestro 

estudio. No podemos excluir de todos modos, que el tratamiento crónico con fluoxetina 

pueda incrementar la ingesta de comida en los animales (en este estudio no hemos 

valorado los cambios en el consumo del alimento), si bien no se observaron diferencias 

en cuanto al peso de los animales control y bulbectomizados al finalizar el tratamiento 

ni en curva de ganancia de peso (datos no mostrados), en concordancia con lo publicado 

repetidamente en la literatura (Van Riezen y Leonard, 1990; Kelly et al., 1997; Song y 

Leonard, 2005; Roche et al., 2008).  
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Al igual que con el antidepresivo fluoxetina, existen estudios en la literatura con 

otros inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (ISRS) en los que se 

demuestra su eficacia antidepresiva (valorada en el test del “open-field” o campo 

abierto) en las ratas bulbectomizadas, administrados en un rango de dosis similar al de 

la fluoxetina en nuestro estudio: fluvoxamina (10-30 mg/kg; Leonard, 1993); sertralina 

(5-20 mg/kg; Leonard, 1993); paroxetina (10 mg/kg; Cryan et al., 1998); escitalopram 

(10-20 mg/kg; Breuer et al., 2007); trazodona (50 mg/kg; Otmakhova et al., 1992); e 

incluso venlafaxina, inhibidor dual de la recaptación de 5-HT y NA pero a dosis bajas 

(7.5 mg/kg; McGrath y Norman, 1998), por lo que no se llegaría a bloquearse la 

recaptación de noradrenalina.  

 

Con relación al subtipo de receptor serotonérgico que podría ser responsable de las 

acciones de los ISRS sobre el síndrome de bulbectomía olfatoria, el receptor 5-HT1A 

parece jugar un papel importante de acuerdo a los resultados obtenidos tras la 

administración de paroxetina sola o en combinación con los antagonistas 5-HT1A 

pindolol (Cryan et al., 1998) o WAY100635 (Cryan et al., 1999), o tras la 

administración conjunta de citalopram y pindolol, aunque también los receptores  5-

HT1B podrían intervenir en esas acciones antidepresivas en la rata bulbectomizada 

(Nguyen et al., 2009).  En los párrafos que siguen, describimos y discutimos las 

adaptaciones en la expresión y funcionalidad de los receptores 5-HT1A, 5-HT1B y 5-

HT2A y en la expresión del 5-HTT que siguen a la bulbectomía olfatoria y cómo el 

tratamiento crónico con fluoxetina puede modularlas. Esta información puede ayudar a 

conocer un poco más sobre la participación relativa del 5-HTT y de cada subtipo de 

receptor serotonérgico en las manifestaciones del síndrome de bulbectomía olfatoria así 

como en los efectos conductuales de la fluoxetina.  

 

En conclusión, nuestros resultados confirman la validez predictiva del modelo de 

bulbectomía olfatoria bilateral en la rata para evaluar las acciones crónicas de los 

antidepresivos y proporcionan el correlato conductual de todos los hallazgos 

neuroquímicos en los sistemas de neurotransmisión serotonérgico y cannabinoide 

descritos en el presente trabajo y que, a continuación iremos interpretando y 

discutiendo. 
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2. Cambios adaptativos en el sistema serotonérgico inducidos por la 

bulbectomía olfatoria bilateral en la rata: efecto de la administración 

crónica de fluoxetina 

 

2.1. Transportador de serotonina: 5-HTT 

 

Este es el primer estudio donde se analiza mediante autorradiografía cuantitativa 

la densidad regional del transportador de 5-HT (5-HTT) en el cerebro de la rata 

bulbectomizada y su modulación por fluoxetina crónica. El transportador de serotonina 

es un elemento clave en la patología de la depresión, principalmente por su papel en la 

finalización de la acción de la serotonina a la hora de recaptar este neurotransmisor de 

nuevo hacia el soma neuronal. Las teorías más admitidas para explicar la eficacia de 

muchos de los fármacos antidepresivos establecen que estos fármacos incrementan la 

neurotransmisión serotonérgica bloqueando el proceso de recaptación de serotonina en 

el transportador, impidiendo que ésta vuelva al interior celular (Backstrom et al., 1989); 

el efecto terapéutico, consecuencia de esta acción neuroquímica, aparecería una vez 

instaurados (a las 2-4 semanas) toda una serie de cambios adaptativos en distintos 

elementos del sistema serotonérgico (transportador, receptores presinápticos y 

postsinápticos) (Rutter et al., 1994; Gardier et al., 1996).  

 

En nuestro estudio hemos encontrado cambios significativos en la densidad del 5-

HTT en áreas restringidas del cerebro de la rata bulbectomizada en comparación con los 

animales control. Detectamos un aumento de la densidad del 5-HTT en los núcleos 

basolaterales de la amígdala, y reducciones en el núcleo del rafe mediano y en la 

sustancia gris periacueductal. Sin embargo, no se encontraron cambios adaptativos en el 

resto de las áreas o núcleos cerebrales estudiados. Hasta ahora, en la literatura se había 

descrito un aumento en la densidad del 5-HTT, sin cambios en la afinidad, en estudios 

de fijación de [3H]-paroxetina en homogeneizados de membranas de corteza frontal 

(Grecksh et al., 1997). En otro estudio, Slotkin et al. (1999) también encontraron 

diferencias en los niveles de fijación de [3H]paroxetina en membranas de varios niveles 

cerebrales, como la corteza frontoparietal y el hipocampo en las ratas bulbectomizadas, 

pero en sentido opuesto dependiendo de la edad del animal: incremento en la densidad 
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del 5-HTT en ambas áreas (aunque más pronunciado en la corteza) en las ratas jóvenes 

(9 semanas de vida), y reducción en ambas áreas en el caso de las ratas de edad 

avanzada (19 meses). Aunque sería necesario comprobarlo experimentalmente, 

podríamos especular que la ausencia de cambios en nuestro estudio en áreas corticales e 

hipocampo, y quizás en otras áreas, se deba al haber utilizado ratas que se encuentran en 

un rango de edad y peso intermedio. Slotkin et al. (1999) también estudiaron la 

expresión del ARNm para el 5-HTT en áreas mesencefálicas, pero sin encontrar 

cambios significativos. Estos resultados, discordantes con los nuestros podrían 

atribuirse, aparte de al factor edad de los animales ya mencionado, a las siguientes 

circunstancias: por un lado, la técnica/tejido utilizados (membranas vs. secciones 

cerebrales en nuestro estudio; densidad máxima vs. densidad autorradiográfica en 

nuestro caso); por otro lado, la cepa del animal de experimentación (Wistar vs. Sprague-

Dawley en nuestro estudio) puesto que se ha demostrado que la cepa influye en los 

resultados de ciertos estudios y, en especial, a la hora de evaluar acciones antidepresivas 

en roedores (Lahmame et al., 1997; López-Ruvalcaba y Lucki, 2000; Tejani-Butt et al., 

2003); en este sentido y apoyando esta argumentación, también existen estudios en 

ratones sometidos a bulbectomía olfatoria en los que se observa diferencias 

conductuales y neuroquímicas dependiendo de la cepa (Otmakhova et al., 1992). 

 

 El único área en el que observamos un aumento significativo en la rata 

bulbectomizada (regulación a la alta) fue la amígdala, área no estudiada por otros 

autores (Zhou et al., 1998; Slotkin et al., 1999), lo que sorprende por ser una importante 

área de proyección serotonérgica desde los núcleos mediano y dorsal del rafe, y que a su 

vez proyecta hacia numerosas áreas cerebrales del mesencéfalo (Kelly et al., 1997), 

además de ser centro de integración de la sensación olfatoria (McDonald, 1992). Se ha 

postulado que la bulbectomía induciría una hiperexcitabilidad (desinhibición) de la 

amígdala manifestada como un incremento en la activación neuronal en este área 

(expresión de c-fos en núcleos centrales y basolaterales), fenómeno neuronal que podría 

contribuir a la hiperactividad observada en el campo abierto; además, esta mayor 

actividad neuronal se revierte, al igual que la alteración conductual, tras el tratamiento 

crónico con antidepresivos (Roche et al., 2007). De hecho, la amígdala juega un papel 

crucial en la fisiopatología y en las alteraciones conductuales subsecuentes a la 
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bulbectomía olfatoria ya que esta región límbica está considerada como un centro 

relacionado con el procesamiento de información considerada aversiva y emocional 

(Kelly et al., 1997). Podríamos especular que los cambios adaptativos en el 5-HTT a 

este nivel y su modulación tras el tratamiento crónico con fluoxetina pueden contribuir a 

las alteraciones conductuales propias del síndrome de bulbectomía olfatoria y su 

reversión por el antidepresivo, respectivamente. Todos estos cambios adaptativos  en la 

expresión del 5-HTT postbulbectomía y tras el tratamiento con fluoxetina refuerzan el 

papel que juega este núcleo del sistema límbico en la respuesta al estrés de estos 

animales, y por ende, en el patrón conductual que exhiben en ese nuevo entorno 

aversivo.  

 

 A nivel del tronco del encéfalo también detectamos importantes cambios en la rata 

bulbectomizada, en este caso una regulación a la baja en la densidad del 5-HTT en 

ciertos núcleos como el rafe mediano y la sustancia gris periacueductal. Respecto al 

núcleo del rafe mediano, no existe en la literatura ningún dato previo sobre la densidad 

del 5-HTT tras bulbectomía, pero el descenso que hemos hallado podría encajar con las 

evidencias sobre la neurodegeneración neuronal descrita en los núcleos del rafe, 

reversible por antidepresivos crónicos, que se observa tras la operación de bulbectomía 

olfatoria (Nesterova et al., 1997). Por otra parte, en este núcleo, como más tarde 

describiremos, hay una desensibilización del receptor 5-HT1A en la rata bulbectomizada. 

Ambos fenómenos, desensibilización del receptor 5-HT1A y regulación a la baja del 5-

HTT son cambios que también observamos en el núcleo dorsal del animal control en 

nuestro estudio. Otros autores también han descrito tanto la desensibilización del 

receptor 5-HT1A (Castro et al., 2003; Hensler, 2002) como la regulación a la baja del 5-

HTT en condiciones experimentales idénticas a las nuestras (Lesch et al., 1993; Piñeyro 

et al., 1994), adaptaciones neuroquímicas que se consideran relevantes para la acción 

beneficiosa del antidepresivo. Por lo tanto, podríamos especular que una menor 

disponibilidad del 5-HTT y una menor funcionalidad del receptor 5-HT1A tras la 

bulbectomía, en este caso en el rafe mediano, surgirían como mecanismo de 

compensación en un intento de mantener la homeostasis y el buen funcionamiento del 

sistema serotonérgico, pero sin llegar a ser suficiente como para obtener la mejoría 

conductual, que sólo aparecería tras el tratamiento crónico con el antidepresivo. 
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Además, los datos obtenidos, en muestras postmortem en deprimidos suicidas, por el 

grupo de Arango et al (2001) apoyarían esta hipótesis: una menor fijación de [3H]-8-

OH-DPAT a los autorreceptores del rafe y de [3H]-Cyanoimipramina al 5-HTT en el 

rafe dorsal; estos hallazgos, para los autores, significarían una menor inhibición por 

parte de los receptores 5-HT1A sobre la actividad eléctrica del neuronas del rafe y  una  

mayor acción de la serotonina al disminuir su recaptación, fenómenos compensadores 

en respuesta a la hipofunción serotonérgica de los pacientes deprimidos suicidas.  

 

 En la sustancia gris periacueductal (SGP) hemos observamos una regulación a la 

baja de la densidad del 5-HTT en los animales bulbectomizados; este núcleo es el 

mayor centro integrador del control homeostático del dolor, y lo más importante, un 

área muy relacionada con el comportamiento defensivo. La activación de la SGP 

provoca la liberación de encefalinas por parte de las neuronas que proyectan a los 

núcleos del rafe, que a su vez liberarían serotonina a nivel espinal inhibiendo la entrada 

de estímulos nociceptivos (Géranton et al., 2008). Además, la modificación de los 

niveles de 5-HT en este núcleo (administración local) atenúa los efectos 

antinociceptivos que se observan tras la estimulación eléctrica (Hämälainen y Lovick, 

1997). En este contexto, es importante reseñar que estudios realizados en nuestro 

laboratorio demuestran una mayor respuesta dolorosa de la rata bulbectomizada a 

estímulos nociceptivos térmicos y mecánicos (Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2005a), 

alteración de la sensibilidad dolorosa que se “normaliza” tras la administración crónica 

de fluoxetina a la vez que se observa el efecto antidepresivo (Rodríguez-Gaztelumendi 

et al., 2005b). La regulación a la baja del 5-HTT en la SGP refleja una alteración del 

sistema serotonérgico que podría estar relacionada con esos cambios en la respuesta al 

dolor que observamos tras bulbectomía, aunque es evidente que son necesarios futuros 

estudios (i.e. administración local de antidepresivos) para confirmar esta hipótesis.  

 

 En este mismo contexto de modulación de la transmisión nociceptiva podríamos 

encuadrar los cambios detectados en la densidad del 5-HTT a nivel del rafe magnus en 

el animal control y bulbectomizado tras la administración crónica de fluoxetina. Este es 

un núcleo clave en el control descendente del dolor, cuya  estimulación directa produce 

analgesia (Oliveras et al. 1975) y que recibe aferencias desde la sustancia gris 
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periacueductal, los núcleos hipotalámicos paraventriculares y la amígdala. Los cambios 

observados en la densidad del 5-HTT en este núcleo en los animales bulbectomizados y 

los animales control tras la administración crónica de fluoxetina pueden explicar, al 

menos en parte, el efecto “normalizador” de la sensibilidad dolorosa observado en las 

ratas bulbectomizadas y al efecto analgésico que también hemos observado en las ratas 

control, respectivamente, tras las administración crónica del antidepresivo (Rodríguez-

Gaztelumendi et al., 2005b). 

 

Hasta la fecha, no hay estudios en la literatura acerca de los cambios que pueda 

ejercer el tratamiento crónico con fluoxetina sobre la densidad del 5-HTT en el cerebro 

del animal bulbectomizado, sin embargo, si hay estudios en animales control pero con 

resultados muy diversos, como posteriormente comentaremos. En el presente trabajo 

demostramos un descenso generalizado en el número de transportadores de 5-HT tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina en todas las áreas cerebrales estudiadas tanto en los 

animales control como los bulbectomizados. Se podrían distinguir, tanto en los animales 

control como los bulbectomizados, tres grupos de áreas cerebrales según el grado de 

reducción en la densidad del 5-HTT: reducción ligera (25-45%) para áreas/núcleos 

como la corteza frontoparietal y cingular, el caudado putamen y el hipocampo;  

moderada (45-65%) en el caso de la corteza entorrinal, el septo y el núcleo del rafe 

magnus; y alta (+ del 65%, incluso hasta el 85%) en el hipotálamo, la amígdala, la 

sustancia negra, la sustancia periacueductal gris, así como en los núcleos del rafe dorsal 

y mediano. De cualquier manera, los resultados obtenidos en ambos grupos 

experimentales reflejan claramente el cambio adaptativos en la densidad del 5-HTT 

consecuencia principal del mecanismo de acción propio de la fluoxetina, la inhibición 

crónica y mantenida de la recaptación de 5-HT.  

 

Hay en la literatura diversas evidencias experimentales sobre la regulación de la 

expresión del 5-HTT en el cerebro de roedores tras el tratamiento con diferentes 

antidepresivos (Benmansour et al, 1999; Yau et al., 1999). En lo que respecta al 

inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina fluoxetina, hay varios estudios en el 

animal de experimentación pero con resultados diversos. Algunos autores no encuentran 

cambios tras el tratamiento crónico (Dewar et al., 1993; Gobbi et al., 1997); otros 
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demuestran aumentos en la densidad autorradiográfica del 5-HTT en la corteza 

frontoparietal, el estriado, la corteza visual y el área CA1 del hipocampo (Hrdina y Vu, 

1993); y otros, como Hébert et al. (2001), un descenso significativo en la densidad del 

5-HTT tan sólo en la corteza entorrinal, aunque con una tendencia a la reducción en 

otras regiones cerebrales, tras el tratamiento i.p. con fluoxetina (2 mg/kg/día, 21 días); 

nuestros resultados estarían más en línea con los hallazgos de este último autor.  

 

De cualquier manera, todas estas discrepancias pueden ser resultado de las 

distintas particularidades metodológicas de los estudios reseñados: la dosis de 

fluoxetina, la vía de administración, la especie animal así como el período de “wash-

out” tras el cese de la administración del antidepresivo. En nuestro caso, creemos que la 

administración por infusión continua s.c. (minibombas) de una dosis alta de fluoxetina 

(10 mg/kg/día) garantizaría niveles plasmáticos estables del ISRS, factor que podría ser 

crítico para inducir esa clara regulación a la baja del 5-HTT que hemos detectado en 

nuestro estudio (Lesch et al., 1993; Piñeyro et al., 1994). Sin embargo, es importante 

también considerar, a la hora de interpretar los resultados, el denominado período de 

“wash-out” o tiempo que transcurre desde el cese del tratamiento hasta el sacrificio de 

los animales para la realización de los estudios neuroquímicos. En nuestro estudio, el 

período de “wash-out” fue 24 horas de acuerdo al protocolo habitualmente utilizado en 

nuestro laboratorio (Castro et al., 2003). En el estudio de Hébert et al (2001) fue de 72 

horas y en el de Gobbi et al (1997) fue de 7 días, en este último caso no encuentran 

cambios en la expresión del 5-HTT, quizás porque este período de tiempo podría se 

suficiente para que comenzasen a revertir los efectos de la fluoxetina. En otra especie 

animal, el cobaya,  El Mansari et al., (1995) tampoco observan efectos sobre el 

transportador de 5-HTT en la corteza cerebral con 96 horas de “wash-out” tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina administrada con minibombas. Sin embargo, en la 

misma especie animal otro antidepresivo ISRS paroxetina reduce la densidad del 

transportador en la corteza frontal (Blier y Bouchard, 1994; El Mansari et al., 1995) o 

en el hipotálamo (Blier y Bouchard, 1994).  

 

De todos los estudios anteriores se deduce que el período de “wash-out” podría ser 

un elemento crítico a la hora de detectar cambios en la expresión del 5-HTT, bien 
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porque un período excesivamente largo puede permitir una reversión de los efectos 

inducidos por la fluoxetina o bien porque un período excesivamente corto podría no ser 

suficiente como para descartar la presencia de fluoxetina residual en las muestras 

cerebrales, lo que podría estar interfiriendo en la cuantificación real de la densidad del 

5-HTT. Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran la presencia de niveles 

detectables de fluoxetina y de su metabolito norfluoxetina en el plasma y el cerebro de 

animales a las 24 horas de finalizar el tratamiento crónico con fluoxetina (10 mg/kg/día, 

minibombas, 14 días). Aunque en los estudios autorradiográficos la fase de 

preincubación de las secciones cerebrales tiene como finalidad “limpiar” el tejido de 

ligandos endógenos y de restos del fármacos administrados, no podemos descartar 

totalmente la posibilidad de que cierta fluoxetina residual pudiese estar presente durante 

la fase de incubación con el radiotrazador [3H]-citalopram influyendo, en mayor o 

menor medida, sobre la fijación específica [3H]-citalopram al 5-HTT y por lo tanto en 

los datos relativos a la densidad regional del 5-HTT.  Parece pues clara la necesidad de 

realizar futuros experimentos ensayando distintas dosis, distintos períodos de “wash-

out” con la misma dosis y/o modificaciones en el tiempo/temperatura de la fase de 

preincubación de las secciones cerebrales para poder aclarar esta cuestión, sobre todo 

teniendo en cuenta las características farmacocinéticas y propiedades farmacodinámicas 

de la fluoxetina.  

 

Todos estos hallazgos sobre la expresión del 5-HTT en el animal de 

experimentación tienen su referente en estudios con muestras postmortem de humanos y 

por técnicas de neuroimagen in vivo en pacientes. Hay estudios con muestras 

postmortem de pacientes con síntomas recientes de episodios depresivos que 

demuestran la ausencia de cambios en la densidad del 5-HTT en el rafe dorsal y en el 

locus coeruleus (Bligh-Glover et al, 2000; Klimek et al., 2003). Arango et al. (2001) han 

demostrado una regulación a la baja en el sistema de recaptación de 5-HT en los núcleos 

del rafe mediano y dorsal en el cerebro de suicidas deprimidos en comparación con 

pacientes control, valorando la fijación específica de [3H]-Cyanoimipramina y teniendo 

en cuenta varios factores (volumen del área analizada, número de neuronas 

serotonérgicas que expresaban el ARNm del 5-HTT y cantidad de expresión por 

neurona). En áreas de proyección serotonérgica, como la corteza prefrontal, se ha 
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descrito tanto una disminución como ausencia de cambios en la densidad del 5-HTT en 

muestras postmortem de deprimidos suicidas (Perry et al., 1983; Austin et al., 2002). 

Sin embargo, también se han observado aumentos en la densidad del 5-HTT en la 

corteza frontal (Mann et al., 2000) y, especialmente, en la corteza prefrontal medial 

(Arango et al, 1995).  De cualquier manera, tal y como refieren Stockmeier (1997) y 

Meyer (2007), los hallazgos en muestras postmortem deben ser tomados con cautela por 

la heterogeneidad de los casos incluidos: cuadros clínicos tanto precoces como tardíos 

de la depresión mayor, presencia de otros trastornos psiquiátricos como la enfermedad 

bipolar, así como pacientes con y sin tratamiento antidepresivo. 

 

 En cuanto a los estudios de neuroimagen in vivo, los resultados tampoco son 

homogéneos: mientras algunos autores han descrito una regulación a la baja del 5-HTT 

en el tronco del encéfalo (Malison, 1998) y los núcleos mesencefálicos (Newberg et al., 

2005) sobre todo en pacientes no tratados (Parsey et al., 2006), otros (Herold et al., 

2006) no han encontrado cambios significativos en la fijación al 5-HTT en el 

mesencéfalo. También se han descrito cambios en áreas de proyección: descensos en la 

fijación al 5-HTT en  la amígdala, sobre todo más acusados en pacientes deprimidos no 

tratados (Parsey et al., 2006), y aumentos en el tálamo (Ichimiya et al., 2002); sin 

embargo, otros no encuentran cambios en el tálamo y el estriado humanos (Newberg et 

al., 2005). Parsey et al.  (2006) tampoco detectaron cambios en la fijación al 5-HTT en 

áreas límbicas como el hipocampo y la corteza cingular. Finalmente, hay autores 

(Meyer et al., 2004) que describen ausencia total de cambios en el cerebro de pacientes 

deprimidos. Además, los cambios en la expresión del 5-HTT en el cerebro de 

deprimidos no parecen ser permanentes puesto que se han medido unos niveles 

normales de fijación al 5-HTT en pacientes ya recuperados del cuadro depresivo 

(Bhagwagar et al., 2007), a diferencia de la persistente alteración en la expresión de los 

receptores postsinápticos 5-HT1A (disminución) y 5-HT2A (aumento) que se detecta en 

estos pacientes (Bhagwagar et al., 2004; 2006).  

 

Los estudios en humanos no aportan datos concluyentes sobre los cambios 

adaptativos en el 5-HTT como consecuencia del tratamiento antidepresivo, pero a partir 

de los resultados obtenidos en los estudios con el animal de experimentación se postula 
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que el efecto terapéutico de los ISRS seguramente deriva de un cambio adaptativo en el 

sistema serotonérgico, disminuyendo la densidad y función del 5-HTT, algo que no se 

produce con otros antidepresivos no ISRS (Benmansour et al., 1999, 2002). Sin 

embargo, también se ha propuesto que, a largo plazo, esa regulación a la baja del 5-HTT 

inducida por el antidepresivo podría explicar la pérdida de eficacia de los ISRS que se 

observa en ciertos pacientes (Byrne y Rothschild, 1998).  

 

En conclusión, nuestros resultados demuestran que la administración crónica del 

ISRS fluoxetina regula a la baja su diana farmacológica, el 5-HTT. En el animal 

bulbectomizado, en el que encontramos modificaciones en la densidad del 5-HTT en 

ciertas áreas cerebrales, los cambios inducidos por la administración crónica de 

fluoxetina sobre la densidad del 5-HTT van asociados al efecto conductual positivo del 

antidepresivo.  

 

 

2.2. Receptor 5-HT1A 

 

 Este es el uno de los primeros estudios donde se analiza no solo la densidad sino 

también la funcionalidad del receptor 5-HT1A mediante técnicas autorradiográficas en 

un modelo animal de depresión como es la bulbectomía olfatoria en la rata. También 

hemos analizado los posibles cambios en la densidad y funcionalidad del receptor 5-

HT1A inducidos por la administración crónica de fluoxetina en el animal bulbectomizado 

en comparación con el animal control para correlacionar estos parámetros 

neuroquímicos con los efectos conductuales del antidepresivo. Nuestros datos 

demuestran que tras la bulbectomía olfatoria se producen cambios en la señalización 

serotonérgica vía receptor 5-HT1A pero de forma diferencial según las áreas cerebrales 

analizadas.  

 

 En áreas corticales no límbicas del animal bulbectomizado, como la corteza 

frontoparietal, hemos detectado un incremento en la señalización vía receptor 5-HT1A 

(hiperfuncionalidad real) valorada como un incremento en la eficacia de acoplamiento 

del receptor a la proteína G, que se revierte (apareciendo incluso una cierta 
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desensibilización) tras el tratamiento con fluoxetina. En otra área cortical, que forma 

parte del sistema límbico, como es la corteza entorrrinal  encontramos una regulación a 

la alta en la densidad del receptor 5-HT1A, aunque si no fijamos en la ratio 

funcionalidad/densidad tendríamos una cierta hiposeñalización neta; de cualquier 

manera vemos el efecto positivo que produce el antidepresivo sobre la densidad del 

receptor y su funcionalidad hasta llevarlas a valores similares a los del animal control.  

 

 En los núcleos del septo latero-dorsal del animal bulbectomizado aparece una 

hiperfuncionalidad real (hay una tendencia a la reducción en el número de receptores) 

que desaparece tras el tratamiento crónico con fluoxetina. A nivel del hipocampo, se 

observa claramente la desensibilización inducida por fluoxetina en el animal 

bulbectomizado. En el caso de la amígdala, los resultados indican la existencia de un 

menor grado de acoplamiento del receptor a la proteína G en el animal bulbectomizado 

aunque la señalización parece tender a “equilibrarse” si se consideran los valores de 

densidad, indicando que la bajada en la funcionalidad se debe realmente a un menor 

número de receptores disponibles; lo que si se aprecia claramente es la desensibilización 

inducida por fluoxetina tras su administración crónica.  

 

 A nivel de los núcleos situados en el tronco cerebral observamos, en general, un 

menor grado de señalización (funcionalidad real) en el animal bulbectomizado. La 

desensibilización se produce a expensas del acople del receptor a la proteína G 

(descensos en fijación específica de [35S]GTPγS inducida por el agonista selectivo de 

receptores 5-HT1A 8-OH-DPAT de hasta el 41%) o bien debido a cambios en su 

densidad que no llevan asociados de forma paralela cambios en la funcionalidad (i.e. 

hay aumentos en la densidad en núcleos como el rafe magnus y los núcleos 

parabraquiales pero sin incrementos parejos de funcionalidad). Lo más relevante es que 

estas alteraciones se revierten con el antidepresivo en todos los núcleos, salvo para el 

núcleo del rafe dorsal en donde se produce una desensibilización del receptor 5-HT1A 

tras el tratamiento crónico con fluoxetina.  

 

 En definitiva, en el animal bulbectomizado el tratamiento crónico con fluoxetina 

intentaría “normalizar”, en general, esas alteraciones en la densidad/ funcionalidad del 
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receptor observadas tanto a nivel de áreas encefálicas como en los núcleos del tronco, 

además de producir una clara desensibilización a nivel del autorreceptor 5-HT1A del rafe 

dorsal y de los receptores postsinápticos del hipocampo.  

 
 Por su parte en el animal control, el tratamiento crónico con fluoxetina 

desensibiliza el receptor 5-HT1A en los núcleos del rafe dorsal y mediano, efecto 

farmacológico en consonancia con las adaptaciones a este nivel inducidas por la 

mayoría de los antidepresivos. Esta desensibilización del receptor inducida por 

fluoxetina también aparece en áreas límbicas bien del telencéfalo (hipocampo CA1-CA2 

y giro dentado al igual que lo observado en el animal bulbectomizado) o diencéfalo 

(hipotálamo dorsomedial); sin embargo, el antidepresivo indujo hipersensibilidad en 

áreas corticales.  

 

 Hasta ahora sólo hay un trabajo muy reciente en la literatura (Sato et al., 2007) en 

el que se estudian mediante autorradiografía cuantitativa los cambios en la densidad, 

pero no en la funcionalidad, del receptor 5-HT1A en el cerebro de la rata bulbectomizada 

y el efecto de la administración crónica de buspirona. En este estudio, se demuestra una 

menor densidad del receptor 5-HT1A prácticamente en todo el cerebro del animal 

bulbectomizado, especialmente en áreas límbicas (corteza prelímbica, amígdala e 

hipotálamo ventral) pero también en regiones corticales y en el rafe dorsal (excepto su 

porción ventral) con reducciones que van desde el 25% (i.e. hipocampo) hasta el 50% 

(i.e. hipotálamo). En cambio, en el ratón bulbectomizado no se han encontrado cambios 

ni en la densidad ni en afinidad de la fijación de [3H]-8-OH-DPAT en membranas de 

varias áreas cerebrales (corteza frontal, hipocampo, amígdala, corteza piriforme, 

tubérculo olfatorio e hipotálamo) (Gurevich et al., 1993). Tampoco Slotkin et al. (2005), 

en sus estudios en membranas encontraron diferencias entre el animal bulbectomizado y 

el control en el estriado y la corteza cerebral.  

 

 Nuestros resultados indican también una cierta tendencia a la reducción, aunque 

no significativa, en la densidad del receptor 5-HT1A en muchas de las áreas analizadas: 

el septo (del 18-26%), el hipotálamo ventral (29%) y la amígdala (17%) como regiones 

del encéfalo; también, en general una menor funcionalidad (reducciones entre el 15-
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25%) llegando a ser significativa en alguna región (-  41% en rafe mediano). De todos 

modos hay algunos datos que muestran resultados en sentido contrario: en la corteza 

cerebral, los cambios son hacia la regulación a la alta tanto en la funcionalidad (+36% 

en corteza frontoparietal) como en la densidad (i.e. +41% en la corteza entorrinal 

aunque con una importante reducción en la funcionalidad); en los núcleos del tronco 

vemos cierta reducción en la funcionalidad, pero los resultados sobre la densidad 

indican la presencia de incrementos que van desde el 28% al 43% (significativos en 

núcleos como el rafe magnus  y parabraquial dorsal).  

 

 Estos hallazgos discrepan con los del grupo de Sato et al. (2007). No tenemos una 

explicación clara para estas diferencias porque desde el punto de vista metodológico 

hemos utilizado el mismo radioligando para marcar el receptor 5-HT1A ([3H]-8-OH-

DPAT a 2 nM) y la misma cepa de ratas (Sprague-Dawley) aunque con una diferencia 

en cuanto a la edad de los animales. Nosotros partimos de pesos de entre 250-280 

gramos antes de la bulbectomía, mientras que en el estudio de Sato et al., (2007) utilizan 

animales más jóvenes (< 240 gramos), en este sentido, el grupo de Slotkin (1999, 2000 

y 2005) ha señalado que hay cambios diferenciales en marcadores de señalización 

serotonérgica (i.e. en la densidad de receptores serotonérgicos y en la actividad 

adenilato ciclasa ligada a los mismos) dependiendo de la edad de la rata. Por otra parte, 

puede haber habido diferencias en el nivel anatómico escogido para cuantificar los 

parámetros en tronco cerebral; de hecho, Sato et al. (2007) ven diferencias en la 

densidad del receptor 5-HT1A entre las mitades anterior y posterior del núcleo del rafe 

dorsal, algo que también se ha demostrado por técnicas de neuroimagen para el rafe 

dorsal en humanos (Boldrini et al., 2008). Todos estos son aspectos relacionados con 

cuestiones de tipo metodológico (especie animal, edad, diferencias en la densidad 

receptorial según un gradiente antero-posterior, etc...) que necesitarían ser aclarados en 

futuros estudios experimentales.   

 

 También existen otros modelos animales de depresión en los que se ha analizado 

los posibles cambios en la densidad del receptor 5-HT1A en el cerebro: el modelo animal 

de indefensión aprendida (Edwards et al, 1991, 1992) y el modelo genético de las ratas 

sensibles tipo Flinders (Nishi et al., 2009a).  En las ratas Flinders sensibles al estrés hay 
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una reducción en la densidad autorradiográfica del receptor 5-HT1A en numerosas áreas 

cerebrales tanto corticales, límbicas como en los núcleos mesencefálicos en 

comparación con los animales control (Sprague-Dawley) pero aún más si se compara 

con las ratas Flinders resistentes al estrés (Nishi et al. 2009). En otros modelos de 

depresión como la indefensión aprendida y manipulación/separación maternal 

(Neumaier et al., 2002) no se han  descrito  cambios en la expresión del ARNm del 

receptor 5-HT1A. Hemos comentado que en nuestro estudio se observa una tendencia a la 

reducción en la densidad del receptor en muchas áreas pero también un comportamiento 

en sentido claramente contrario en otras, a veces con cambios significativos. Parece 

evidente que cada modelo animal de depresión debe tener o provocar alteraciones 

diferenciales en el sistema serotonérgico en una u otra dirección y con un patrón región-

dependiente. Por ejemplo, nuestro  modelo de la bulbectomía y el de las ratas Flinders 

muestran diferencias en marcadores de la función serotonérgica como son el contenido 

tisular de 5-HT (Lumia et al., 1992; Van der Stelt et al., 2005) y la síntesis regional de 

5-HT (Watanabe et al., 2003 y 2006; Hasegawa 2006). Además, conductualmente el 

síndrome de bulbectomía olfatoria supone un modelo de depresión agitada o depresión 

con ansiedad comórbida e hiperactividad (Song y Leonard, 2005; Wang et al., 2007; 

Roche et al., 2008) mientras que, por ejemplo, el de la ratas Flinders ha sido propuesto 

como modelo de depresión con retardo psicomotor, un tipo de depresión descrito en 

humanos (Lapierre y Butter, 1980). Así pues, los mecanismos patogenéticos que se 

desencadenarían en cada modelo son diferentes y podrían explicar esos cambios 

adaptativos diferenciales en los marcadores del sistema serotonérgico; de hecho, 

distintos modelos animales de depresión presentan un patrón diferencial en la expresión 

génica cerebral (Urigüen et al., 2008). 

 

En las áreas corticales del animal bulbectomizado hemos observado aumentos 

significativos en la densidad (i.e. corteza entorrinal) o en la funcionalidad (i.e. corteza 

frontoparietal) del receptor 5-HT1A. Estos cambios pudieran suponer un mecanismo 

adaptativo a la hiperinervación serotonérgica (Zhou et al., 1998) y los cambios en el 

contenido tisular de 5-HT (Lumia et al., 1992) y en la síntesis regional de 5-HT (Wrynn 

et al., 2000; Hasegawa et al., 2005; Watanabe, 2006) detectados en la rata 

bulbectomizada. Este es el primer estudio que aporta datos autorradiográficos 
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anatómicos y funcionales sobre el receptor 5-HT1A postsináptico en áreas corticales en 

un modelo animal de depresión, en el que se observan cambios en el mismo sentido que 

los hallazgos en muestras cerebrales postmortem de deprimidos suicidas (Arango et al., 

1995), apoyando la hipótesis de que, en la depresión, el receptor 5-HT1A postsináptico  

estaría regulado a la alta en esta región cerebral, importante en la modulación de la 

conducta (Bechara et al., 2000).  

 

Los hallazgos en el hipocampo reforzarían más la similitud patofisiológica con la 

depresión humana porque al igual que lo descrito en deprimidos suicidas (Dillon et al., 

1991; Lowther et al., 1997; Stockmeier et al., 1997) no hemos observado ningún cambio 

significativo en la densidad del receptor 5-HT1A (aunque si incrementos en su 

funcionalidad-significativo en las áreas CA1-CA2). En el resto de áreas del cerebro 

límbico como el hipotálamo y la amígdala hemos detectado reducciones en la densidad 

(i.e. -28% de reducción en la densidad en hipotálamo ventromedial, -17% en amígdala, 

aunque no significativas por el análisis estadístico de múltiples comparaciones) o en la 

funcionalidad (-17% en amígdala y significativo), datos experimentales que estarían 

más en consonancia con los hallados por otros en el animal bulbectomizado (Sato et al., 

2007) y en otros modelos de depresión (Nishi et al., 2009) y como en el caso de la 

amígdala con los hallazgos en humanos deprimidos (Drevets et al., 1999).  

 

Ya hemos comentado anteriormente que en los núcleos del tronco vemos cierta 

reducción en la funcionalidad, pero los resultados sobre la densidad indican la presencia 

de incrementos en la densidad que van desde el 28% al 43% (significativos en núcleos 

como el rafe magnus y el parabraquial dorsal), en clara discrepancia con Sato et al. 

(2007).  En el caso del rafe dorsal, si consideramos la ratio funcionalidad/densidad el 

balance es a una menor eficacia en la señalización (más receptores para mantener la 

función) lo que iría en consonancia con los estudios en muestras postmortem de 

deprimidos suicidas que demuestran aumentos en la densidad del receptor 5-HT1A 

compensatorios ante una disminución de la actividad serotonérgica (Stockmeier et al., 

1998) y con los estudios funcionales de PET en humanos que demuestran una menor 

fijación potencial a los receptores 5-HT1A (Bmax/Kd ratio) presinápticos (Meltzer et al., 

2004; Drevets et al., 2007).  
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En relación al núcleo del rafe magnus y los núcleos parabraquiales (éstos últimos 

no analizados en el estudio de Sato et al., 2007) es importante recordar que son áreas no 

tradicionalmente ligadas a la depresión, sino que más bien intervienen en fenómenos de 

transmisión y control del dolor, y además el rafe magnus es un área extremadamente 

caudal, por lo que es difícil establecer similitudes con el humano. La aparente diferencia 

en los niveles de receptor en las diferentes núcleos del rafe no es extraña, ya que se trata 

de un área extremadamente regionalizada y diversa en cuanto a la expresión del nivel de 

autorreceptores 5-HT1A ya que proyecta y recibe aferencias nerviosas de una amplia 

variedad de regiones cerebrales dependiendo del núcleo concreto analizado (Puig et al., 

2005; Boldrini et al., 2008). Es conocido el papel del núcleo del rafe magnus en el 

control descendente del dolor: la serotonina liberada por las neuronas de este núcleo en 

la médula espinal y en el núcleo trigémino produce antinocicepción (Brodie y Proudfit, 

1986; Bowker y Abbott, 1990). Además,  la propia serotonina (Llewelyn et al., 1984; 

Hentall et al., 2000) y los distintos subtipos de receptores serotonérgicos 5-HT1A, 5-

HT1B y 5-HT2A (Pazos y Palacios, 1985; Pazos et al., 1985; Pompeiano et al., 1992; Li y 

Bayliss, 1998) aquí presentes son importantes funcionalmente dentro del propio rafe 

magnus para modular la actividad eléctrica neuronal y por ende, la transmisión y/o la 

modulación nociceptiva (Kiefel et al., 1992). Esta serotonina del rafe magnus procede 

bien de las aferencias desde la sustancia gris periacueductal  (Beitz, 1982) o de los 

colaterales axónicos y dendritas de las propias neuronas del rafe magnus (Pan et al., 

1993; Potrebic et al., 1993). Estos cambios en el receptor 5-HT1A tras la bulbectomía 

(hiperfuncionalidad) junto a los también hemos encontrado para el 5-HTT y los otros 

receptores serotonérgicos, como luego veremos, podrían contribuir a explicar la 

alteración en la sensibilidad dolorosa observada tras la bulbectomía y como el 

tratamiento con fluoxetina es capaz de revertir esa alteración nociceptiva (Rodríguez-

Gaztelumendi et al., 2005b).  

 

En cuanto al aumento en la densidad del receptor 5-HT1A en el núcleo 

parabraquial dorsal hemos de hacer las mismas consideraciones en relación con la 

modulación nociceptiva; además esta región tiene una amplia conexión de aferencias y 

eferencias con el núcleo del tracto solitario, relacionado con el sistema parasimpático, y 

tiene eferencias directas hacia el tálamo y de ahí proyecta hacia la corteza parietal, 
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frontal, insular y cingular; existen también otras conexiones con el hipotálamo lateral y 

la amígdala. Así pues, el aumento de receptores a este nivel podría estar relacionado con 

el aumento de receptores detectado en corteza, indicando una fuerte conexión entre la 

corteza y los núcleos parabraquiales. 

 

Uno de los hallazgos más relevantes es el efecto que el tratamiento crónico con 

fluoxetina induce sobre la densidad/funcionalidad del receptor 5-HT1A del rafe dorsal en 

el animal control al igual que en al animal bulbectomizado. En cuanto al animal control, 

la fluoxetina desensibiliza el receptor 5-HT1A en ambos núcleos del rafe dorsal y 

mediano. Los estudios electrofisiológicos demuestran que la estimulación de estos 

autorreceptores atenúa la actividad eléctrica de la neuronas serotonérgicas del rafe 

(Blier y Montigny 1990.; Stahl, 1998) y como consecuencia la liberación de 5-HT al 

espacio sináptico (Sharp et al., 1993); como lo demuestran múltiples evidencias clínicas 

y preclínicas es necesaria esta desensibilización de los autorreceptores 5-HT1A para que 

aparezca el efecto terapéutico de los antidepresivos (Piñeyro et al., 1994; Sayer et al., 

1999; Dremencov et al., 2000). Esta desensibilización del receptor inducida por 

fluoxetina en el animal control también aparece en áreas límbicas bien del telencéfalo 

(hipocampo CA1-CA2 y giro dentado al igual que lo observado en el animal 

bulbectomizado) o diencéfalo (hipotálamo dorsomedial); sin embargo, el antidepresivo 

indujo hipersensibilidad en áreas corticales. Con relación a la densidad del receptor 5-

HT1A
 en el animal control no hemos encontrado cambios significativos salvo una 

regulación a la baja en el septo lateo-dorsal, en concordancia con el trabajo de Le Poul 

et al. (2000) en el que utilizando también fluoxetina a una dosis similar (8 mg/kg/día) y 

durante 2-3 semanas no encontraron cambios en la densidad autorradiográfica del 

receptor 5-HT1A; también coincide con los previamente publicado por nuestro grupo 

(Castro et al., 2003).   

 

En el animal bulbectomizado, el tratamiento crónico con fluoxetina intenta 

“normalizar”, las alteraciones en la densidad/ funcionalidad del receptor observadas 

tanto a nivel de áreas encefálicas como en los núcleos del tronco y consecuencia de las 

adaptaciones en la vías serotonérgicas que se producen por la bulbectomía; son cambios 

inducidos por el antidepresivo que se reflejan en una regulación a la baja en la densidad 
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(i.e. corteza entorrinal, ciertos núcleos del rafe) o en una desensibilización funcional 

(i.e. corteza frontoparietal, hipocampo, amígdala y núcleo dorsal del rafe) o en una 

“normalización” funcional (i.e. corteza entorrinal y rafe magnus). Otros autores también 

han encontrado una disminución en la densidad máxima de receptores 5-HT1A en 

membranas de corteza cerebral del ratón bulbectomizado y tratado con amitriptilina o 

trazodona pero ausencia de cambios con imipramina (Gurevich et al., 1993). Sin 

embargo, el tratamiento  crónico con buspirona durante 2 semanas no provocó una 

reducción en las densidad autorradiográfica del receptor 5-HT1A más allá de la 

observada en el animal bulbectomizado (Sato et al., 2007) a pesar de normalizar la 

síntesis regional de 5-HT en el animal bulbectomizado (Watanabe et al., 2003)  como lo 

hace el citalopram, otro antidepresivo ISRS tipo fluoxetina (Hasegawa et al., 2005).  

 

En el animal bulbectomizado, el núcleo del rafe mediano muestra un 

comportamiento diferencial tras el tratamiento con fluoxetina en comparación con el 

animal control puesto que apreciamos una hipersensibilidad tras el antidepresivo. 

Aunque no tenemos explicación para este hecho, podríamos estar ante algo similar, en 

el animal, a lo descrito en estudios funcionales en humanos (Boldrini et al., 2008): una 

hipofuncionalidad en la parte más dorsal del rafe dorsal pero una hiperfuncionalidad en 

la zona más ventral del rafe dorsal (la que proyecta a la corteza prelímbica) pero 

aplicándolo al rafe dorsal y mediano en nuestro caso.  

 

En relación al núcleo del rafe magnus y los núcleos parabraquiales, ya hemos 

comentado anteriormente su papel en la modulación nociceptiva; los efectos inducidos 

por la fluoxetina sobre la densidad del receptor 5-HT1A, además de los que se ven en el 

5-HTT y otros receptores en estos núcleos, en el cerebro del animal bulbectomizado 

podrían estar relacionados con la atenuación de la hipersensibilidad dolorosa que vemos 

en este modelo animal (Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2005b). 

 

Si realizamos una descripción detallada por áreas vemos, en primer lugar que el 

tratamiento crónico con fluoxetina no produjo ningún cambio en la densidad en áreas 

corticales en el animal control, coincidiendo con los datos de experimentos realizados 

en deprimidos postmortem (Sargent et al., 2000; Moses-Kolko et al., 2007), aunque 
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funcionalmente sí observamos una hipersensibilización del receptor a nivel de la corteza 

frontoparietal. En cambio, en la rata bulbectomizada el tratamiento con fluoxetina 

revirtió la regulación a la alta de los receptores en la corteza entorrinal y la 

hiperfuncionalidad de la corteza frontoparietal, devolviendo la homeostasis al sistema 

en ambas áreas y aportando datos sobre la similitud existente en cuanto a disregulación 

serotonérgica que comparten la depresión y el modelo de bulbectomía olfatoria bilateral 

en áreas corticales (Arango et al., 1995). En los núcleos septales, el antidepresivo 

revierte la hiperfuncionalidad observada en el animal bulbectomizado en un 

comportamiento similar a lo detectado en la corteza frontoparietal; por el contrario el 

antidepresivo indujo una  regulación a la baja en la densidad de receptores en el septo 

latero-dorsal del animal control. No tenemos una explicación clara para este efecto, pero 

desde un punto de vista anatomo-funcional el área septal forma parte del sistema 

límbico (emocional) y ha estado siempre muy ligado con diferentes tipos de sensaciones 

placenteras. Además hay una correlación entre una actividad neuronal atenuada en esta 

área con el comportamiento conductual de tipo depresivo en animales que muestran un 

alto grado de ansiedad (Muigg et al., 2007); además hay bastantes evidencias 

experimentales de que la actividad neuronal en el septo lateral contribuye a la 

fisiopatología de la depresión y al efecto terapéutico de los antidepresivos (Sheehan et 

al., 2003).  

 

El hallazgo de una desensibilización funcional del receptor 5-HT1A del hipocampo 

tanto en el animal control como bulbectomizado merece ser comentado: es un dato muy 

discutido en la literatura, pues a pesar de que está ampliamente aceptado que la mejora 

de la transmisión serotonérgica es uno de los principales mecanismos de acción de los 

antidepresivos, los resultados publicados son contradictorios. Algunos autores 

evidencian la hipersensibilización de estos receptores, como nosotros mismos, en 

estudios autorradiográficos utilizando la misma vía y dosis de fluoxetina (Castro et al., 

2003), y también otros autores en estudios electrofisiológicos (Blier y Montigny, 1994); 

esta discrepancia puede ser debida a la distinta cepa de rata utilizada en el presente 

trabajo (Sprague-Dawley) y en el de Castro et al (2003) (Wistar), de hecho se ha 

demostrado que la cepa influye en las acciones conductuales y neuroquímicas que 

producen los antidepresivos en roedores (Lahmame et al., 1997; López-Ruvalcaba y 
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Lucki, 2000; Tejani-Butt et al., 2003). Otros estudios defienden la postura contraria, la 

desensibilización de estos receptores postsinápticamente además de presinápticamente 

(Dremencov et al., 2000; Sayer et al., 1999) tras el tratamiento crónico con 

antidepresivos lo que supuestamente conduciría a una mayor disponibilidad de 

serotonina en el medio para acoplarse a otros subtipos de receptores serotonérgicos 

(Mizuta y Segawa, 1988; Yildiz et al., 2001; Naudon et al., 2002).  

 

En el hipotálamo encontramos una desensibilización significativa de los 

receptores 5-HT1A postsinápticos, que mantienen su densidad, en los animales control 

tratados con fluoxetina, un dato concordante con la literatura y con la idea de una 

desensibilización de los receptores 5-HT1A postsinápticos en varias áreas del sistema 

nervioso central tras la administración crónica con antidepresivos (Li et al., 1996; 

Dremencov et al., 2000). 

 

En la amígdala observamos una clara desensibilización del receptor 5-HT1A 

significativa tanto en el animal control como bulbectomizado; este dato, que va en 

paralelo a lo encontrado en hipocampo, sobre todo en el animal bulbectomizado es de 

enorme relevancia, al igual que describíamos para la expresión del 5-HTT, puesto que 

desde la amígdala (a donde llegan aferencias de los bulbos olfatorios) salen 

proyecciones a muchas áreas en la que hemos descrito cambios adaptativos en el 

receptor 5-HT1A como la corteza frontoparietal y de aquí a hipotálamo y otras regiones 

límbicos así como al tronco cerebral, representando un sistema clave que puede ser 

influenciado y modulado por estímulos externos, y que juega un papel fundamental en 

la respuesta conductual del animal al ambiente aversivo. Wrynn et al. (2000) han 

demostrado que los cambios neurodegenerativos tras la bulbectomía tienen su reflejo en 

este núcleo que muestra una intensa inmunoreactividad para serotonina junto a un 

aumento en la inmunoreactividad para los genes de expresión tardía Jun que modulan 

los procesos de supervivencia y plasticidad neuronal; en el ratón bulbectomizado, los 

antidepresivos parecen revertir los procesos neurodegenerativos presentes en los 

núcleos basolaterales de la amígdala (Jarosik et al., 2007).  
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Podemos concluir, como colofón, que el animal bulbectomizados presenta una 

serie de cambios adaptativos en la densidad y funcionalidad receptor 5-HT1A que 

reflejan claramente la disfunción serotonérgica que caracteriza a este modelo animal de 

depresión, en algunos casos similares a los observados en enfermos deprimidos. El 

tratamiento crónico con fluoxetina ejerce, en general, un efecto “normalizador” en la 

señalización serotonérgica mediada a través del receptor 5-HT1A, consecuencia de su 

efecto modulador del tono serotonérgico endógeno. Los cambios adaptativos en el 

receptor 5-HT1A tras la bulbectomía olfatoria y el hecho de que la mayoría de esos 

cambios sean revertidos tras el tratamiento crónico con fluoxetina apoyan la validez 

constructiva y confirman la validez predictiva de este modelo animal de depresión.  

 

 

2.3. Receptor 5-HT1B 

 

 La bulbectomía olfatoria bilateral en la rata no indujo, en general, cambios 

relevantes en la señalización serotonérgica (densidad y/o funcionalidad) mediada a 

través del receptor 5-HT1B salvo en dos áreas en las que se detectó una 

hiperfuncionalidad real y significativa, el núcleo del rafe magnus y el hipotálamo 

ventromedial (incrementos del ≈ 50% en la estimulación de la fijación específica de 

[35S]GTPγS inducida por el agonista selectivo de receptores 5-HT1B/D GTI) y que fue 

revertida por fluoxetina. En el resto de áreas cerebrales sólo se observan tendencias al 

cambio, así en la corteza frontoparietal del animal bulbectomizado hay una tendencia a 

la hipofuncionalidad (que desaparece con fluoxetina) reflejada como una reducción en 

la fijación específica [35S]GTPγS estimulada por GTI pero en ausencia de cambios 

proporcionales en la densidad.  

 

 Tras el tratamiento crónico con fluoxetina no se observaron modificaciones en la 

densidad del receptor 5-HT1B en el cerebro del animal bulbectomizado, pero el 

tratamiento con el antidepresivo indujo cambios diferenciales en su funcionalidad de 

una forma región-dependiente. A nivel encefálico, se observaron cambios en estructuras 

límbicas bien hacia una mayor señalización o funcionalidad del receptor 5-HT1B en el 

septo lateroventral y en las áreas CA1-CA2 del hipocampo, o bien hacia una 
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“normalización” de la hiperfuncionalidad que se había detectado en el hipotálamo 

ventromedial tras la bulbectomía. En cambio a nivel del tronco cerebral del animal 

bulbectomizado, los resultados demuestran claramente el efecto desensibilizador de la 

fluoxetina sobre el receptor 5-HT1B, sin cambios en la densidad, en todos los núcleos 

estudiados con reducciones significativas con respecto a los valores observados en el 

grupo de animales control no tratados. 

 

 En el animal control, la fluoxetina produjo también cambios diferenciales según 

las áreas analizadas: a nivel de los núcleos encefálicos se observó una tendencia a la 

reducción en el número de receptores 5-HT1B en áreas límbicas (significativa en el septo 

latero-dorsal y en el hipotálamo dorsomedial) y en ciertas áreas corticales 

(frontoparietal) pero sin afectarse de manera significativa la funcionalidad; por el 

contrario, en el tronco del encéfalo detectamos una desensibilización o 

hipofuncionalidad del receptor 5-HT1B a nivel del la sustancia gris periacueductal (29% 

de reducción en la estimulación de la fijación específica de [35S]GTPγS inducida por 

GTI con respecto al animal control no tratado) pero una hipersensibilidad o 

hiperfuncionalidad en ciertos núcleos del rafe (mediano y magnus), y en ambos casos 

sin cambios significativos en la densidad.  

 

 Es necesario reseñar que, a la hora de interpretar los datos sobre cambios en la 

densidad y/o funcionalidad de los receptores 5-HT1B en un área cerebral en particular, la 

técnica autorradiográfica aquí empleada no permite determinar la contribución relativa 

de los autorreceptores y heterorreceptores, aunque los primeros suelen representan un 

pequeña fracción de los sitios de fijación de los radioligandos selectivos (Boschert et al., 

1994); sería muy tentador especular que los cambios aquí observados se debiesen 

primordialmente a consta de adaptaciones en la población de los heterorreceptores 5-

HT1B, aunque evidentemente se necesitaría la confirmación experimental.  

 

 Este es el primer trabajo donde se analizan de forma conjunta los cambios 

adaptativos en la densidad y/funcionalidad del receptor 5-HT1B en este modelo animal 

de depresión crónica y su modulación por fluoxetina. Tampoco hay trabajos en donde se 

hayan evaluado los posibles efectos conductuales de fármacos agonistas y/o 
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antagonistas del receptor 5-HT1B sobre el síndrome de bulbectomía olfatoria.  Como se 

apuntó en la introducción, los receptores 5HT1B se encuentran localizados a nivel 

presináptico en el terminal axónico de las neuronas serotonérgicas controlando 

inhibitoriamente la liberación de la propia serotonina (autorreceptores 5-HT1B), pero 

también se localizan a nivel postsináptico funcionando como heterorreceptores 5-HT1B 

en neuronas no serotonérgicas donde actuarían inhibiendo la liberación de otros 

neurotransmisores, de manera que tal y como evidencian estudios preclínicos y clínicos, 

estarían modulando fenómenos como la repuesta y sensibilidad al estrés, los 

mecanismos de recompensa, la ansiedad, la agresividad y el ánimo (Clark y Neumaier, 

2001). Aunque, como ya hemos comentado, no hay estudios en el animal 

bulbectomizado sobre el receptor 5-HT1B, si hay estudios con modelos animales 

genéticos (knockout de 5-HT1B) en los que se demuestra la participación de los 

receptores 5-HT1B en la reactividad al estrés y en las acciones de los antidepresivos 

(Gingrich y Hen, 2001); además, estudios farmacológicos confirman las acciones 

conductuales diferenciales de agonistas y antagonistas del receptor 5-HT1B en test 

preclínicos predictivos de actividad ansiolítica y antidepresiva (Tatarczynska et al., 

2004). 

 

 Nuestros resultados sobre los cambios adaptativos del receptor 5-HT1B en el 

animal bulbectomizado, definidos por la ausencia de cambios en su densidad no 

concuerdan con los obtenidos en otros modelos animales de depresión: en la literatura 

hay estudios que demuestran la implicación del receptor 5-HT1B en la respuesta 

adaptativa a situaciones estresantes/novedosas como es el caso del modelo de 

indefensión aprendida (Edwards et al, 1991, 1992) o el modelo genético de las ratas 

sensibles Flinders (Hasegawa et al., 2006). Así, se ha descrito un aumento en la 

densidad del receptor 5-HT1B en la corteza, el hipocampo y el septo, pero una reducción 

en el hipotálamo (Edwards et al., 1991 y 1992)  y a un aumento en la expresión de su 

ARNm a nivel del núcleo dorsal del rafe (Neumaier et al., 1997), todo ello asociado a 

un déficit en la liberación de serotonina a nivel de las áreas corticales (Petty et al., 1992) 

tras la exposición aguda al estrés en el paradigma de la indefensión aprendida. En el 

modelo genético de depresión de la rata sensible Flinders también se ha observado un 
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aumento de la densidad del receptor 5-HT1B en numerosas áreas cerebrales en 

comparación con los animales control o naive (Hasegawa et al., 2006).  

 

 Estas diferencias con nuestros resultados podrían deberse a cuestiones de tipo 

metodológico: el marcaje del receptor 5HT1B se lleva a cabo con [125I]-GTI (agonista) 

en el trabajo de Edwards et al, (1991,1992) y con [3H]-5HT (en presencia de 

antagonistas 5-HT1A y 5-HT2) en el trabajo de Hasegawa et al. (2006),  mientras que 

nosotros hemos utilizado la forma radiactiva del antagonista GR125,743 que marca 

receptores tanto acoplados como no acoplados, a diferencia de los radioligandos 

agonistas que solo se fijan a los receptores funcionales (acoplados). Sin embargo, es 

más probable que esta discrepancia sea debida a los mecanismos adaptativos 

desarrollados sobre el sistema serotonérgico para cada modelo animal de depresión en 

concreto. De hecho, se han descrito diferencias entre nuestro modelo de bulbectomía 

olfatoria y el de las ratas Flinders sensibles con relación a varios marcadores de la 

función serotonérgica como son el contenido tisular de 5-HT (Lumia et al., 1992; Van 

der Stelt et al., 2005) y la síntesis regional de 5-HT (Watanabe et al., 2003 y 2006; 

Hasegawa 2006) que podrían explicar esas diferencias en la regulación o los cambios 

adaptativos a nivel de los receptores 5-HT1B, al igual que ocurría con el receptor 5-HT1A 

y que ya hemos comentado anteriormente. Además, desde el punto de vista conductual, 

el síndrome de bulbectomía olfatoria supone un modelo de depresión agitada o 

depresión con ansiedad comórbida e hiperactividad (Song y Leonard, 2005; Wang et al., 

2007; Roche et al., 2008), mientras que, por ejemplo, el de ratas Flinders ha sido 

propuesto como modelo de depresión con retardo psicomotor, un tipo de depresión 

también descrito en humanos (Lapierre y Butter, 1980). También, en el propio modelo 

de indefensión aprendida se encuentran cambios diferenciales en la densidad del 

receptor 5-HT1B al subdividir los animales en resistentes y sensibles al estrés (Neumaier 

et al, 2002), lo que apoyaría la idea de cambios adaptativos dependientes del fenotipo 

conductual del animal objeto de estudio. 

 

 En nuestro modelo de bulbectomía olfatoria, no observamos cambios en 

significativos en la densidad del receptor 5-HT1B pero si en la funcionalidad, aunque 

encontramos hiperfuncionalidad solamente en un área límbica, el hipotálamo 
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ventromedial, que además se revierte con fluoxetina. De hecho, en general, la tendencia 

en el animal bulbectomizado sería más bien a la hipofuncionalidad del receptor 5-

HBT1B, como es el caso de la corteza frontoparietal, donde se observa una cierta 

hipofuncionalidad que podría llevar a una desinhibición de la liberación de glutamato 

debido a la desensibilización de los heterorreceptores 5-HT1B en las neuronas 

glutamatérgicas; este incremento en la liberación de glutamato en respuesta a un 

ambiente novedoso podría contribuir a la hiperexcitabilidad de la amígdala en la rata 

bulbectomizada, que es uno de los motivos por el que estas ratas muestran su 

hiperactividad típica en el test del campo abierto (Song y Leonard, 2005). 

 

 En cuanto a lo descrito en la literatura, algunos autores han postulado que los 

receptores 5-HT1B estarían supersensibilizados en condiciones patológicas como la 

depresión, la ansiedad y el trastorno obsesivo-compulsivo (Moret y Briley, 2000), pero 

también se ha propuesto, en base a otras evidencias experimentales, que la menor 

actividad de los heterorreceptores 5-HT1B podría incrementar las conducta impulsivas y 

de agitación psicomotriz (Clark y Neumaier 2001). En este mismo contexto, se ha 

descrito una menor expresión cerebral de la p11 (proteína que interactúa con el receptor 

5-HT1B permitiendo su expresión y, sobre todo, su funcionalidad en la membrana 

sináptica) en modelos animales de depresión y en muestras de pacientes deprimidos 

(Ruf y Bhagwagar, 2009); además, los animales knockout para p11 exhiben un fenotipo 

depresivo, muestran una menor respuesta a agonistas 5-HT1B y una menor respuesta a 

los efectos conductuales de los antidepresivos; por el contrario, los antidepresivos y la 

terapia electroconvulsiva aumentan la expresión de esta proteína p11 (Svenningsson et 

al., 2006). 

 

 Cuando nos fijamos en el tronco cerebral, a nivel  del rafe magnus encontramos 

cambios significativos en forma de una hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1B 

(aumento en la fijación específica de [35S]GTPγS inducida por el agonista selectivo de 

receptores 5-HT1B/D GTI del +53% con respecto al grupo control) que se asocia a un 

cierto aumento en la densidad de receptores (+18%), aunque no significativo 

estadísticamente. Los receptores 5-HT1B modulan la actividad serotonérgica del rafe 

magnus por su localización tanto en los terminales serotonérgicos (autorreceptores) 
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procedentes de la sustancia gris periacueductal (Hentall et al., 2000) como en los 

terminales glutamatérgicos (heterorreceptores) que llegan hasta estos núcleos caudales 

del rafe (Li y Bayliss, 1998). En nuestro animal bulbectomizado, modelo de 

disregulación serotonérgica, podríamos especular que la existencia de una 

hiperfuncionalidad de los autorreceptores 5-HT1B provocaría una menor disponibilidad 

sináptica de 5-HT; la hiperfuncionalidad a nivel de los heterorreceptores de terminales 

glutamatérgicos, a su vez, una menor disponibilidad de glutamato. Estos cambios en el 

receptor 5-HT1B tras la bulbectomía (hiperfuncionalidad) junto a los ya mencionados 

para el 5-HTT y el receptor 5-HT1A, podrían contribuir a explicar esa alteración en la 

sensibilidad dolorosa que observamos tras la bulbectomía olfatoria en la rata 

(Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2005 a). 

 

 Tras el tratamiento crónico con fluoxetina observamos cambios diferenciales entre 

los animales control y los bulbectomizados así como diferencias regionales (tronco del 

cerebro vs. áreas encefálicas) en la expresión y funcionalidad del receptor 5-HT1B. En el 

animal bulbectomizado, muchos de los cambios significativos observados en la 

funcionalidad son revertidos por el antidepresivo (i.e. hipotálamo ventromedial, rafe 

magnus). Lo mismo cabría comentar para esa tendencia a la hipofuncionalidad en áreas 

corticales: la fluoxetina parece restablecer esa funcionalidad. De ser así, la actividad de 

los heterorreceptores 5-HT1B se reflejaría en una inhibición de la liberación de 

glutamato, que dejaría de hiperexcitar a la amígdala de la rata bulbectomizada, 

contribuyendo a la aparición del efecto terapéutico beneficioso que se observa en el test 

del campo abierto tras la administración crónica de fluoxetina.  

 

 Sin embargo, a nivel de las capas CA1-CA2 del hipocampo y del septo 

lateroventral la fluoxetina indujo hipersensibilidad. Aunque no tenemos una explicación 

plausible para este efecto sobre estas áreas límbicas, es importante recordar el papel de 

la transmisión colinérgica en el control de la ansiedad: la activación de los 

heterorreceptores 5-HT1B en hipocampo inhibe la liberación de acetilcolina y la fuente 

primaria de “inputs” colinérgicos al hipocampo es el septo (Colgin et al., 2003). Se ha 

demostrado que la acetilcolina puede regular el estado ansioso en el test del laberinto 

elevado (File et al., 1998), y por tanto los cambios en los heterorreceptores 5-HT1B del 
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animal bulbectomizado podrían estar relacionados con estos procesos; así, la fluoxetina 

modularía esta señalización, lo que podría reflejarse en los efectos conductuales que se 

valoran en otros paradigmas experimentales descritos en la literatura para el animal 

bulbectomizado (laberinto en cruz, laberinto acuático etc…) (Song y Leonard, 2005; 

Wang et al., 2007; Roche et al., 2008).  

 

 En el hipotálamo, el antidepresivo reduce la densidad del receptor en el animal 

control y la funcionalidad en el animal bulbectomizado (hipotálamo ventromedial) lo 

que concuerda, en cierto modo, con la regulación a la baja de los receptores 5-HT1B 

descrita en el hipotálamo anterior tras el tratamiento crónico con antidepresivos como 

desipramina y paroxetina  (Sayer et al., 1999).  

 

 En el tronco cerebral del animal bulbectomizado, encontramos una clara y 

significativa desensibilización del receptor 5-HT1B en los núcleos del rafe dorsal y 

mediano. Aunque el receptor 5-HT1A es el fundamental en el control de la actividad 

neuronal del rafe dorsal y rafe mediano, hay evidencias experimentales de la 

contribución funcional del autorreceptor 5-HT1B de estos núcleos en determinadas 

circunstancias, como lo demuestran Evrard et al. (1999) en los ratones knockout para el 

receptor 5-HT1B o los estudios del grupo de Stamford (Davidson y Stamford, 2000). 

Tras la administración crónica de paroxetina, en estudios que miden liberación de 5-HT 

en rodajas de rafe dorsal de rata se observa una desensibilización del autorreceptor 5-

HT1B cuando el control por parte del autorreceptor 5-HT1A queda anulado (Davidson y 

Stamford, 2000). Sin embargo, Bosker et al. (1995) han descrito que la fluvoxamina no 

desensibiliza el receptor 5-HT1B del rafe mediano. Nuestros resultados apoyarían la 

desensibilización del receptor 5-HT1B en los núcleos del rafe dorsal y mediano tras la 

administración crónica de fluoxetina, sugiriendo que estos cambios funcionales puedan 

contribuir a las acciones beneficiosas del antidepresivo sobre la conducta del animal 

bulbectomizado.  

 

 A nivel  de rafe magnus, en nuestro modelo animal encontramos que la 

hiperfuncionalidad es revertida por fluoxetina. Ya hemos comentado como los auto y 

heterorreceptores 5-HT1B del rafe magnus modularían su actividad serotonérgica 
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(Hentall et al., 2000; Li y Bayliss, 1998). Esta “normalización” en la funcionalidad del 

receptor 5-HT1B (probablemente a nivel de los autorreceptores) en el animal 

bulbectomizado (modelo de disregulación serotonérgica) inducida por fluoxetina, 

equilibraría los niveles tisulares/sinápticos de 5HT, lo que podría ayudar a explicar la 

“normalización” de la sensibilidad dolorosa en este modelo animal tras la 

administración crónica del antidepresivo (Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2005b). Sin 

embargo, un hallazgo paradójico es que la fluoxetina crónica desensibilizó el receptor 5-

HT1B del rafe magnus en el animal bulbectomizado pero produjo hipersensibilidad en el 

rafe magnus y en el rafe mediano del animal control. Como hemos comentado, también 

hay heterorreceptores 5-HT1B en terminales glutamatérgicos que actúan inhibiendo las 

sinapsis excitatorias en los núcleos caudales del rafe (Li y Bayliss, 1998) y. por otro 

lado, hay evidencias de la participación del glutamato en esta vía descendente del dolor 

y en las acciones de los opioides (Van Praag y Frenk, 1990). Aunque sería necesaria su 

comprobación experimental, podríamos especular que la hipersensibilidad de estos 

receptores 5-HT1B produce una menor actividad excitatoria que contribuiría al efecto 

analgésico que la fluoxetina, administrada de forma crónica, induce en los animales 

control (Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2005b).  

 

 En este mismo contexto de modulación nociceptiva habría que interpretar la 

desensibilización significativa del receptor 5-HT1B observada en la sustancia gris 

periacueductal tras el tratamiento crónico con fluoxetina, tanto en el animal control 

como en el bulbectomizado, teniendo en cuenta la relevancia funcional de esta área 

sobre el control descendente del dolor (Beitz, 1982; Géranton et al., 2008).  

 

 El tratamiento crónico con fluoxetina en el animal control redujo de forma 

significativa la densidad del receptor 5-HT1B en el septo y en el hipotálamo; la 

tendencia a la regulación a la baja inducida por el antidepresivo también se ve en la 

mayoría de la áreas encefálicas estudiadas (reducciones de 15-35%) con disminuciones 

paralelas pero menos acusadas en la funcionalidad, que en ninguno de los casos 

resultaron significativas. En la literatura podemos encontrar estudios con resultados 

variados sobre la modulación de este receptor dependiendo de la técnica, del parámetro 

analizado (densidad o función) y del área cerebral analizada. Se han descrito tanto una 
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regulación a la baja  (Johanning et al., 1992) como una ausencia de cambios en la 

densidad del receptor 5-HT1B (Montero et al., 1991) tras el tratamiento crónico con 

ISRS. Por otra parte, estudios funcionales sobre el control inhibitorio que los 

autorreceptores 5-HT1B ejercen sobre liberación de 5-HT y el efecto de los 

antidepresivos arrojan resultados variables: desensibilización para algunos (Mongeau et 

al., 1997) pero ausencia de efectos para otros (Auerbach y Horth, 1995; Gobbi et al., 

1997). Lo mismo ocurre con los estudios “in vitro” habiéndose encontrado una 

regulación a baja de los autorreceptores en el hipocampo (Blier y Bouchard, 1994) y el 

hipotálamo (Moret y Briley, 1990; Blier y Bouchard, 1994) pero no en la corteza frontal 

(Blier y Bouchard, 1994) de los animales tratados con citalopram o paroxetina.  

 

 El grupo de Le Poul et al. (2000) ha analizado también por técnicas 

autorradiográficas los posibles cambios en la densidad del receptor 5-HT1B en el cerebro 

de rata tras el tratamiento crónico (2-3 semanas) con fluoxetina a dosis similares a las 

empleadas en nuestro estudio (8 mg/kg/día, vía i.p.): no encontraron cambios en 

ninguna de las regiones estudiadas (sustancia negra, globo pálido, estriado, colículo 

superior y subiculum) aunque si se observaron aumentos en la expresión del ARNm del 

receptor en la corteza y el estriado. Sin embargo, no estudiaron áreas corticales ni áreas 

límbicas como el hipotálamo y el septo, en donde nosotros encontramos reducciones 

significativas en la densidad del receptor. Otras diferencias a tener en cuenta son de tipo 

metodológico como el uso del agonista GTI marcado radiactivamente que emplean en 

su estudio (en nuestro caso el antagonista GR125,743) o la administración del 

antidepresivo por vía i.p. (minibomba subcutánea en nuestro estudio). Tampoco 

observaron cambios en la expresión del ARNm del  receptor 5-HT1B  a nivel del rafe lo 

que apoyaría el hallazgo de ausencia de cambios en los autorreceptores 5-HT1B en 

terminales serotonérgicos. Sin embargo, otros autores si han demostrado reducciones de 

la expresión del ARNm en el rafe dorsal tras el tratamiento de paroxetina o fluoxetina 

crónica pero sin observar cambios en el ARNm del receptor 5-HT1B en neuronas no 

serotonérgicas (heterorreceptores) del hipocampo, la corteza y el estriado (Neumaier et 

al., 1996).  
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 Podemos concluir que en el animal bulbectomizados no se aprecian cambios 

relevantes en la densidad y funcionalidad del receptor 5-HT1B. Sin embargo, el 

tratamiento crónico con fluoxetina induce en este modelo animal de depresión cambios 

diferenciales en la funcionalidad del receptor de una forma región-dependiente: 

hipersensibilidad y “normalización” de la funcionalidad en ciertas áreas límbicas (septo, 

hipocampo, hipotálamo) y un claro efecto desensibilizador en núcleos del tronco 

cerebral. Podríamos postular que aunque la bulbectomía olfatoria no produce cambios 

significativos en el receptor 5-HT1B, si parece haber una modulación de su 

funcionalidad por el antidepresivo que podría contribuir a los efectos conductuales 

observados en este modelo animal tras su administración crónica.  

 

 

2.4. Receptor 5-HT2A 

 

Tras la bulbectomía olfatoria bilateral en la rata, tanto en ausencia como en 

presencia del tratamiento con fluoxetina, se observan sobre todo cambios en la densidad 

más que en la funcionalidad del receptor 5-HT2A (a diferencia de lo descrito para los 

receptores 5-HT1A y 5-HT1B). Ello puede deberse a la dificultad técnica para valorar el 

grado de acoplamiento funcional de los receptores 5-HT2A mediante la técnica de 

fijación específica de [35S]GTPγS.  

 

En el animal bulbectomizado apreciamos un patrón diferencial dependiendo de las 

áreas cerebrales estudiadas: una regulación a la alta bastante marcada en la corteza 

frontoparietal interna y un poco más moderada en el caudado-putamen; en cambio, se 

aprecian disminuciones significativas en la densidad del receptor 5-HT2A en áreas 

diencefálicas (hipotálamo) y del tronco cerebral (rafe magnus). Es importante resaltar 

que el tratamiento crónico con fluoxetina revierte esa regulación a la alta detectada en 

áreas corticales del animal bulbectomizado aunque no modifica la densidad en el 

hipotálamo y rafe magnus. Además, se aprecia una cierta hipersensibilidad del receptor 

5-HT2A en la corteza cingular del animal bulbectomizado y tratado con fluoxetina, 

también presente en el animal control tras el tratamiento con el antidepresivo.  
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También observamos una hipersensibilidad a nivel del giro dentado del 

hipocampo en los animales control tras el tratamiento con fluoxetina. Además, el 

antidepresivo induce en el animal control una regulación a la baja, y significativa, de la 

densidad del receptor 5-HT2A en el rafe mediano y rafe dorsal así como en el hipotálamo 

ventromedial.  

 

En la literatura hay varios estudios que han analizado los cambios adaptativos en 

la densidad del receptor 5-HT2A en animales de experimentación, inclusive el modelo 

animal de depresión de bulbectomía olfatoria, mediante estudios con radioligandos bien 

en membranas o en secciones. Uno de los hallazgos más relevantes de nuestro estudio 

es la significativa regulación a la alta que se observa en la corteza frontoparietal en este 

modelo animal de depresión, dato concordante con los hallazgos en la corteza frontal de 

pacientes deprimidos suicidas (Stanley y Mann 1983; Arango et al., 1990). Esta 

regulación a la alta se observa también en el caudado-putamen de la rata 

bulbectomizada. Además, en ambas áreas, esta regulación se revierte total (en la 

corteza) o parcialmente (caudado-putamen) después de la administración crónica de 

fluoxetina, de acuerdo también con los resultados obtenidos por otros autores, utilizando  

animales de experimentación “normales” o naive, y con distintos antidepresivos como 

desipramina  (Peroutka y Snyder, 1980; Eison et al., 1991), imipramina (Watanabe et 

al., 2003), venlafaxina (McGrath y Norman, 1998) y también fluoxetina (Stolz y 

Marsden., 1981; Wamsley et al., 1987).  

 

Estos cambios adaptativos tras la bulbectomía y su reversión por antidepresivos en 

este modelo animal también han sido referidos por otros autores, principalmente en 

estudios de fijación de radioligandos a membranas. En la rata bulbectomizada, McGrath 

y Norman (1998) han observado una fuerte tendencia al aumento en la densidad del 

receptor 5-HT2A en áreas corticales, que revirtió tras la administración crónica de 

venlafaxina. Igualmente, el antidepresivo desipramina redujo la densidad del receptor 5-

HT2A en la corteza, pero no en el hipocampo, de la rata bulbectomizada (Mudunkotuwa 

y Horton, 1996). También en el ratón bulbectomizado se ha detectado un aumento de la 

densidad en la corteza frontal (Gurevich et al., 1993). Sin embargo, Slotkin et al. (2005) 

encuentran cambios dependiendo de la edad de la rata bulbectomizada, mostrando las 
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ratas jóvenes una ligera reducción a nivel cortical pero ausencia de cambios en las ratas 

adultas que si exhibieron una marcada reducción en la densidad del receptor a nivel del 

estriado.  

 

En lo que respecta a estudios funcionales, se ha demostrado un aumento 

significativo en la funcionalidad del receptor en la rata bulbectomizada en un síndrome 

comportamental típicamente asociado al receptor 5-HT2A, la generación de “head 

twitches” inducida por el agonista 5-HT2A DOI, lo que indicaría una supersensibilidad 

del receptor y apoyaría la existencia de ese aumento en la señalización a través de este 

receptor (Nakagawasai 2003); además, se ha demostrado la reducción en la sensibilidad 

de los receptores 5-HT2A en este paradigma experimental tras la administración de 

varios antidepresivos como la fluoxetina, la sertralina y el citalopram (Maj y Moryl, 

1993). Por el contrario, otros autores han descrito supersensibilidad del receptor 5-HT2A 

tras la administración crónica de ISRS en otros ensayos funcionales (aumento en la 

expresión de c-fos inducida por DOI o de la hidrólisis de fosfatidil-inositol inducida por 

5-HT) (Cadogan et al., 1993).  

 

En cuanto a la relevancia funcional de esta regulación a la alta que vemos en la 

corteza del animal bulbectomizado, es importante recordar que los receptores 5-HT2A 

corticales se encuentran localizados postsinápticamente en neuronas piramidales 

glutamatérgicas, estimulando la liberación de glutamato. Hemos descrito anteriormente 

una regulación a la baja del heterorreceptor 5HT1B a nivel cortical, también presente en 

neuronas glutamatérgicas, en el cerebro del animal bulbectomizado, Así pues, 

encontramos una disminución en la densidad de receptores con respuesta final 

inhibitoria (5-HT1B) y un aumento en la densidad de receptores con respuesta final 

excitatoria (5-HT2A), ambos cambios produciendo el mismo efecto en estas neuronas, 

aumentando la liberación de glutamato, lo que podría estar relacionado con la 

hiperexcitabilidad de la amígdala propia de la rata bulbectomizada que se traduciría 

conductualmente como esa hiperactividad típica en el test del campo abierto. Podríamos 

postular que el efecto positivo de la fluoxetina en esta alteración conductual 

postbulbectomía sería reflejo de una “normalización” inducida por el antidepresivo 
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sobre la expresión/función de ambos subtipos de receptores y por lo tanto sobre la 

señalización serotonérgica del circuito cortico-amigdalar.   

 

En el hipocampo del animal bulbectomizado no observamos cambios 

significativos aunque hay una tendencia al incremento que no parece persistir tras el 

tratamiento con fluoxetina. Aunque no hay datos sobre el receptor 5-HT2A del 

hipocampo en las ratas bulbectomizadas y en los pacientes deprimidos, esta tendencia es 

paralela a lo que hemos observado en la corteza. De cualquier manera, la ausencia de 

significación se corresponde con otros estudios que reflejan ausencia de cambios tras la 

administración de antidepresivos (Peroutka y Snyder, 1980; Fuxe et al., 1983). 

 

A nivel del hipotálamo encontramos un descenso en la densidad de receptores 5-

HT2A en las ratas bulbectomizadas así como en las ratas control tratadas con fluoxetina. 

En el hipotálamo, los receptores 5-HT2A modulan la liberación de la hormona liberadora 

de corticotropinas (Calogero et al., 1989); en la rata bulbectomizada se ha demostrado 

una clara disfunción en el eje HPA con alteraciones en la liberación de neuropéptidos y 

de otros neurotransmisores hipotalámicos lo que podrían contribuir a las alteraciones 

conductuales en la respuesta al estrés y en el comportamiento sexual de la rata 

bulbectomizada (Song y Leonard, 2005); además, se ha demostrado que la activación de 

receptores 5-HT2A, mediante el agonista DOI, tienen un papel protector frente a 

disfunciones en el comportamiento sexual (Maswood et al., 1996). Así pues, parece 

evidente que los cambios en la densidad del receptor 5-HT2A en el hipotálamo podrían 

relacionarse con esas alteraciones en la respuesta al estrés y en la conducta sexual. En 

cuanto a la reducción en la densidad del receptor 5-HT2A inducida por fluoxetina en 

ratas control no tenemos una explicación plausible, aunque podría relacionarse con los 

efectos adversos sobre la libido y el funcionamiento sexual que aparecen, en clínica, tras 

el tratamiento crónico con antidepresivos. De cualquier manera es una adaptación 

receptorial, que como ya hemos comentado anteriormente, se observa en muchos 

estudios como consecuencia de la administración crónica de antidepresivos.  

 

Un dato discordante con ese efecto desensibilizador de la fluoxetina sobre el 

receptor 5-HT2A, lo constituye el resultado obtenido en la corteza cingular y en el 
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hipocampo; efectivamente, si nos fijamos en el parámetro funcionalidad (fijación 

especifica de [35S]GTPγS inducida por la agonista TCB-2) vemos aumentos 

significativos en la corteza cingular de los animales tratados con fluoxetina tanto los 

animales control como los bulbectomizados, así como en el giro dentado de los 

animales control tratados con fluoxetina. Estos aumentos en la funcionalidad van 

asociados a aumentos proporcionales en la densidad (ratio funcionalidad/densidad 

cercana a 1), lo que apoyaría algunos estudios de la literatura que refieren una 

regulación a la alta en la expresión del receptor 5-HT2A tras la administración crónica de 

antidepresivos (Dumbrille-Ross y Tang, 1983; Wamsley et al., 1987; Hrdina y Vu, 

1993).  

 
 Los resultados obtenidos a nivel del tronco cerebral tanto en los animales control 

como los bulbectomizados merecen un comentario aparte. Detectamos una reducción en 

la densidad del receptor 5-HT2A en el rafe magnus del animal bulbectomizado que no se 

revierte tras el tratamiento con fluoxetina, sino que es incluso potenciada por el 

antidepresivo. Por otra parte, el tratamiento con el antidepresivo induce una regulación 

a la baja en dos núcleos caudales del rafe en el animal control (rafes mediano y 

magnus). Ya hemos comentado como desde el punto de vista anatomo-funcional, el rafe 

magnus es un centro clave en la regulación descendente del dolor por ser origen de vías 

descendentes serotonérgicas de tipo inhibitorio (Brodie y Proudfit, 1986; Bowker y 

Abbot, 1990) y que además su actividad está regulada por la serotonina a través de los 

distintos tipos de receptores aquí presentes 5-HT1 y 5-HT2 (Pazos et al., 1985; Pazos y 

Palacios, 1985;  Pompeiano et al., 1992; Li y Bayliss, 1998. Además, se ha demostrado 

la modulación de la analgesia opioide por fármacos selectivos del receptor 5-HT2 

inyectados localmente en el rafe magnus (Kiefel et al., 1992). Aunque serían necesarios 

estudios complementarios, podemos especular que las alteraciones en la densidad del 

receptor 5-HT2A en el rafe magnus que observamos en nuestros animales podrían 

contribuir a los cambios en la sensibilidad dolorosa inducidos por la bulbectomía y al 

efecto antinociceptivo de la fluoxetina en el animal control (Rodríguez-Gaztelumendi et 

al., 2005b). En cuanto a la regulación a la baja en el núcleo del rafe mediano que 

observamos en el animal control y que no aparece en el animal bulbectomizado, lo que 

no sorprende por haberse también visto diferencias en la regulación de otros receptores 
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(i.e. 5-HT1B), no tenemos una explicación clara para ella, aunque, podría estar 

relacionado con el control o modulación de la nocicepción que vemos en el animal 

control tras el tratamiento crónico con el antidepresivo (Nayebi y Charkhpour, 2006).  

 

Se podría concluir postulando que la regulación a la alta en varias regiones 

telencefálicas (producidas probablemente como mecanismo compensatorio ante el 

déficit de transmisión serotonérgica) coincide con los hallazgos en pacientes 

deprimidos, y que el tratamiento crónico con fluoxetina revierte dichas alteraciones, por 

lo que los datos obtenidos aportan más solidez y validez constructiva/predictiva al 

modelo de bulbectomía olfatoria como modelo animal de depresión.  

 

 

3. Cambios adaptativos en el sistema endocannabinoide (receptor CB1) 

inducidos por la bulbectomía olfatoria bilateral en la rata y efecto de la 

administración crónica de fluoxetina  

  

 Este es el primer estudio que analiza de forma conjunta la densidad y 

funcionalidad del receptor CB1 en el modelo animal de bulbectomía olfatoria y su 

modulación por el tratamiento crónico con fluoxetina utilizando técnicas radiométricas 

bien en secciones o en homogeneizado de membranas cerebrales. Como hemos 

comentado en la introducción, el interés de estudiar este sistema de neurotransmisión se 

debe a la existencia de evidencias en la literatura sobre cambios en el sistema 

endocannabinoide en otros modelos de depresión/ansiedad como es el paradigma de 

“estrés crónico moderado impredecible” en roedores y su modulación por 

antidepresivos (Hill et al., 2006a; Bortolato et al., 2007; Hill et al., 2008); además hay 

numerosos trabajos que muestran la profunda interrelación entre el sistema 

serotonérgico y el endocannabinoide (ver introducción).  

 

Los resultados de los estudios autorradiográficos y de los estudios de fijación en 

membranas de corteza prefrontal demuestran que no sólo en la corteza prefrontal 

(Bortolato et al., 2007; Hill et al., 2008), sino en prácticamente la totalidad de las áreas 

medidas existe una hiperfuncionalidad del receptor CB1. Efectivamente, en nuestros 
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estudios autorradiográficos se observa un aumento de la señalización endocannabinoide 

mediada a través del receptor CB1 tanto en núcleos del tronco cerebral (i.e. sustancia 

negra y rafe magnus) como en áreas del telencéfalo (corteza, septo e hipocampo) y del 

diencéfalo (i.e. hipotálamo). Esta hiperfuncionalidad es real (valores de ratio 

funcionalidad/densidad incluso de 4,4 en el septo) y se debe al enorme incremento en la 

eficacia de acoplamiento del receptor a la proteína G (aumento en la estimulación de la 

fijación específica de [35S]GTPγS por el agonista CB1 WIN 55212-2, +140% vs. 

fijación basal en el septo laterodorsal) asociado a esa tendencia a la reducción en el 

número de receptores CB1 (entre - 10% a -30% con respecto a los valores del grupo 

control), en prácticamente todas la áreas cerebrales.  

 

Otro de los hallazgos relevantes de nuestros estudios autorradiográficos es que el 

tratamiento crónico con fluoxetina en el animal bulbectomizado tiende a producir el 

efecto inverso a lo producido por la bulbectomía, en un intento de reducir esa 

hiperseñalización endocannabinoide, bien mediante la reducción en la eficacia de 

acoplamiento del receptor a la proteína G (funcionalidad) en ciertas áreas (significativa 

para la corteza entorrimal y el septo laterodorsal) y/o el incremento en la densidad del 

receptor CB1 en otras (de forma significativa en el giro dentado y la amígdala). En 

cambio, en el animal control, el tratamiento crónico con fluoxetina, a diferencia de lo 

que ocurre en el bulbectomizado, no induce cambios significativos ni en la densidad ni 

en la funcionalidad del receptor excepto en áreas muy concretas (i.e. desensibilización 

en hipotálamo ventromedial).  

 

Todos estos resultados autorradiográficos tienen su confirmación en los ensayos 

de fijación del [3H]-CP55940 a receptores CB1 y de estimulación de la fijación 

específica de [35S]GTPγS por el agonista CB1 WIN 55212-2 en homogeneizados de 

corteza prefrontal, que permitieron caracterizar de forma más detallada los posibles 

cambios en la densidad máxima y afinidad del receptor CB1 así como en la eficacia y 

potencia del agonista WIN 55212-2 para estimular la fijación de [35S]GTPγS. Los datos 

obtenidos en ambos tipos de ensayos en membranas demuestran, de nuevo, el 

incremento en la señalización endocannabinoide en la corteza prefrontal tras la 

bulbectomía olfatoria consecuencia de una aumento en la densidad máxima del receptor 
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CB1 sin cambios en su afinidad y el aumento en su eficacia máxima de acoplamiento a 

la proteína G. Además, en estos estudios se observa claramente cómo el tratamiento 

crónico con fluoxetina revierte de forma significativa, a valores similares a los del 

animal control, tanto la densidad como la funcionalidad del receptor CB1 de la corteza 

prefrontal en el animal bulbectomizado sin producir efecto alguno en el animal control. 

Estos resultados sobre los cambios en la corteza prefrontal del animal bulbectomizado 

están en concordancia con los estudios clínicos que demuestran elevados niveles de 

endocannabinoides, receptores CB1 y de su funcionalidad en corteza prefrontal de 

suicidas deprimidos (Hungund et al., 2004; Vinod y Hungund, 2006), un área donde los 

endocannabinoides parecen regular el ánimo, la agresión, la impulsividad, y la 

capacidad para tomar decisiones, que están alteradas en el suicidio (Egerton et al., 2006; 

Vinod y Hungund, 2006). 

 

Nuestros datos en el animal bulbectomizado están, en general, en buena 

consonancia con los del grupo de Hill en modelos animales de “estrés crónico moderado 

impredecible”. Estos autores demuestran un incremento significativo tanto en el ARNm 

(Bortolato et al., 2007) como en la densidad del receptor CB1 (Hill et al. 2008) en la 

corteza prefrontal de roedores expuestos al paradigma del ”estrés crónico moderado 

impredecible”, otro modelo animal de depresión crónica validado. Los resultados de 

nuestros estudios en membranas de corteza prefrontal confirman este hecho, además de 

demostrar, por primera vez, un aumento en la funcionalidad, reflejando que el cambio 

conlleva una mayor señalización real del sistema endocannabinoide mediada a través 

del receptor CB1. Sin embargo, en su estudio Hill et al. (2008) también describen 

reducciones significativas en la densidad del receptor CB1 en membranas de 

hipocampo, hipotálamo y estriado ventral así como una ausencia de cambios en la 

amígdala. En nuestro estudio autorradiográfico también detectamos una tendencia a la 

reducción en la densidad autorradiográfica del receptor CB1 pero que solo resultó 

significativa en el caso del núcleo septal laterodorsal. Las diferencias metodológicas 

entre ambos estudios (autorradiografía vs. ensayos de fijación en membranas) podría 

explicar que no concuerden totalmente los resultados en ciertas áreas. Un aspecto 

importante a reseñar es que nosotros si hemos realizado una medida funcional del 

receptor CB1, a diferencia de Hill et al., (2008), que nos ha permitido demostrar la 
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hiperfuncionalidad del receptor CB1 en la mayoría de la áreas cerebrales analizadas, 

incluso en núcleos donde estos autores detectaron reducciones (hipocampo, hipotálamo, 

estriado) o ausencia de cambios (amígdala) en la densidad del receptor CB1; futuros 

experimentos de este tipo en animales expuestos al “estrés crónico moderado 

impredecible” permitirían determinar el estado de funcionalidad del sistema 

endocannabinoide en este modelo animal de depresión.  

 

 Uno de los datos más relevantes de nuestro estudio es que el tratamiento crónico 

con fluoxetina revierte esos cambios en la corteza prefrontal y atenúa los cambios 

observados en la densidad y funcionalidad que habíamos detectado en el animal 

bulbectomizado en otras áreas cerebrales mediante técnicas autorradiográficas. Además, 

nuestros resultados concuerdan con los del grupo de Hill et al., (2008) que demuestran 

como la imipramina revierte el incremento en la densidad del receptor CB1 de la corteza 

prefrontal de ratas expuestas al “estrés crónico moderado impredecible”. 

 

 En la literatura existen numerosos estudios sobre la modulación de la 

neurotransmisión de serotonina por endocannabinoides y viceversa, la modulación del 

sistema endocannabinoide mediante la manipulación farmacológica de la transmisión de 

serotonina (ver introducción). El tratamiento crónico con fluoxetina reduce la expresión 

de genes codificantes (ARNm) para el receptor CB1 en el caudado putamen de rata 

(Oliva et al., 2005); el tratamiento crónico con citalopram induce una reducción en la 

funcionalidad de este receptor en el hipocampo y el hipotálamo de rata, dos áreas 

importantes en el control de la función endocrina y anímica; y la administración crónica 

de desipramina induce un aumento en la densidad del receptor CB1 en el hipocampo y 

en el hipotálamo de rata (Hill et al., 2006a). Además, otro tipo de tratamientos aplicados 

en humanos con fines antidepresivos parecen modular el sistema endocannabinoide: la 

terapia electroconvulsiva reduce la densidad del receptor CB1 en la corteza prefrontal y 

en el hipocampo de rata, aunque la incrementa en la amígdala (Hill et al, 2007); y, la 

deprivación de sueño incrementaría el contenido tisular de ligandos endocannabinoides 

en el hipocampo de rata (Chen y Bazan 2005).  
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Es importante recordar que en los animales bulbectomizados el tratamiento 

crónico con fluoxetina revirtió la hiperactividad típica del síndrome de bulbectomía 

observada en el test del campo abierto. Esta normalización de la conducta es fácilmente 

entendible desde el punto de vista de la “normalización” o los cambios adaptativos que 

la fluoxetina induce sobre sus dianas farmacológicas directas (5-HTT) e indirectas 

(receptores serotonérgicos pre y postsinápticos) que hemos ido describiendo e 

interpretando en los apartados anteriores, pero es más difícil comprender la vinculación 

con el sistema endocannabinoide, aunque éste debe estar contribuyendo de alguna 

manera a la manifestación conductual del animal bulbectomizado. En este sentido, 

experimentos realizados en nuestro laboratorio (Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2009) 

demuestran que una dosis aguda del agonista cannabinoide ∆9-tetrahidrocannabinol (5 

mg/kg, i.p.) atenúa la hiperactividad típica del animal bulbectomizado al igual que lo 

hace la administración crónica de fluoxetina, sin afectar la conducta del animal control. 

Sin embargo esa misma dosis no alteraba la conducta del animal bulbectomizado una 

vez tratado con fluoxetina y revertida la hiperactividad postbulbectomía, puesto que el 

antidepresivo habría ejercido ya su efecto “normalizador” sobre la señalización via 

receptor CB1: parece evidente que esta señalización CB1 alterada del animal 

bulbectomizado contribuiría de manera importante a la manifestación conductual de 

hiperactividad. En base a todos estos datos, podríamos especular que los cambios en la 

señalización vía receptor CB1 aparecerían, al menos en ciertas áreas (i.e. corteza 

cerebral), como mecanismo compensatorio de las alteraciones conductuales y 

neuroquímicas inducidas en el sistema serotonérgico por la bulbectomía; una vez 

corregida la disregulación serotonérgica propia del animal bulbectomizado, los cambios 

en el sistema endocannabinoide (receptor CB1) ya no serían necesarios. Es evidente que 

con nuestra aproximación experimental no podemos determinar el mecanismo 

molecular por el que una elevada concentración de receptores CB1 y con mayor 

funcionalidad es revertida por el tratamiento crónico con fluoxetina. En este sentido, 

Devlin y Christopoulos (2002) mostraron que la serotonina reduce la unión de los 

agonistas cannabinoides HU210 y WIN 55212-2 en membranas cerebrales de rata, 

fenómeno en el que parecen intervenir los receptores 5-HT2A; estos datos, que sugieren 

una modulación recíproca entre los receptores serotonérgicos y cannabinoides y podrían 

ayudar a explicar los efectos de la fluoxetina crónica en la densidad de receptores CB1, 
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sobre todo en áreas cerebrales en las que también hemos detectado cambios 

significativos en la densidad/funcionalidad de receptores serotonérgicos (i.e. regulación 

a la alta en la densidad del receptor 5-HT2A en corteza frontoparietal; i.e. 

hiperfuncionalidad del receptor 5-HT1A en este mismo área).  

 

 En relación a la relevancia farmacológica de nuestros resultados sobre la densidad 

y/o funcionalidad del receptor CB1 en este modelo animal de depresión, es difícil 

aventurar cuál sería la manipulación farmacológica del sistema endocannabinoide con la 

finalidad de obtener un efecto terapéutico sobre las manifestaciones depresivas y/o 

ansiosas. De hecho, todavía es materia de debate si el tratamiento debería ser con 

agonistas o antagonistas o agonistas inversos del receptor CB1. De acuerdo a nuestros 

estudios con el cannabinoide ∆9-tetrahidrocannabinol en el animal bulbectomizado 

(Rodríguez-Gaztelumendi et al., 2009), parece claro que la activación/potenciación de la 

señalización vía receptor CB1 resultaría beneficiosa (Hill et a., 2009). En línea con 

nuestros resultados, la estimulación del sistema endocannabinoide con agonistas 

produjo efectos antidepresivos y ansiolíticos en la rata (Berrendero y Maldonado 2002; 

Gobbi et al., 2005; Bambico et al. 2007), efecto que parece estar vinculado, al igual que 

para los antidepresivos serotonérgicos, a un incremento en los procesos de neurogénesis 

hipocampal (Jiang et al. 2005). También se ha demostrado que los ratones knockout del 

receptor CB1 exhiben conductas de tipo ansioso y depresivo (Haller et al. 2002; Martin 

et al. 2002; Urigüen et al. 2004). Por el contrario, dosis altas de agonistas cannabinoides 

evocan conductas depresivas en roedores (Shearman et al. 2003; Tzavara et al. 2003a); 

y antagonistas/agonistas inversos del receptor han demostrado actividad antidepresiva 

en modelos animales (Shearman et al. 2003; Tzavara et al. 2003a; Griebel et al. 2005). 

Un dato especialmente relevante es el que proviene de ensayos clínicos con el 

antagonista CB1 rimonabant: se observó una incidencia elevada de depresión en 

determinados pacientes (Griebel et al. 2005; Van Gaal et al. 2005); este resultado 

obtenido en seres humanos apoya de forma clara la posibilidad de que es la 

potenciación del sistema endocannabinoide la que puede tener interés terapéutico en 

depresión (Hill et al., 2009).   
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 Podemos concluir que la bulbectomía olfatoria induce cambios relevantes en la 

señalización endocannabinoide que se asemejan a los encontrados en pacientes 

deprimidos suicidas, en particular la densidad y funcionalidad del receptor CB1 en áreas 

como la corteza prefrontal. Además, el efecto que la fluoxetina ejerce sobre esas 

alteraciones de la densidad/funcionalidad del receptor CB1 refuerza la existencia de una 

interrelación entre los sistemas serotonérgico y endocannabinoide  relevante de cara a la 

patofisiología y el tratamiento de la depresión. Además, todos estos hallazgos 

confirman, de nuevo, la utilidad del modelo de bulbectomía olfatoria en la rata como 

modelo de depresión crónica con validez predictiva y constructiva además de paradigma 

experimental para explorar la implicación del sistema endocannabinoide en la 

neurobiología y el tratamiento de la depresión.  

 

 

4. Cambios adaptativos en las vías de plasticidad neuronal y 

neurogénesis inducidos por la bulbectomía olfatoria bilateral en la 

rata: efecto de la administración crónica de fluoxetina 

 

 En nuestro estudio hemos analizado la expresión de varios marcadores 

moleculares relacionados con la neurogénesis y la plasticidad neuronal desde las dos 

semanas a los tres meses postbulbectomía. Además, hemos analizado la expresión de 

esos marcadores tras la administración crónica de fluoxetina durante 14 días en el 

animal bulbectomizado, e iniciando el tratamiento dos semanas después de la 

bulbectomía; estos estudios nos pueden proporcionar una valiosa información sobre el 

correlato molecular que acompaña a todas esas alteraciones conductuales y 

neuroquímicas en los sistemas serotonérgico y endocannabinoide que hemos descrito y 

discutido en los párrafos anteriores.  

 

 Los estudios que hay en la literatura científica con relación a estos marcadores 

moleculares de plasticidad celular y neurogénesis en el animal bulbectomizado, y su 

modulación por fluoxetina, son muy escasos; éste trabajo es uno de los primeros 

estudios que realiza este tipo de análisis sobre las vías celulares que gobiernan la 

neuroplasticidad y los procesos de neurogénesis en este modelo animal de depresión 
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crónica. En el mamífero adulto, por el momento, la neurogénesis está restringida a dos 

regiones muy concretas, los bulbos olfatorios y el hipocampo (Gage, 1998; Gould et al., 

1999b; Gross, 2000). En nuestros estudios nos hemos centrado en la neurogénesis 

localizada en la zona subgranular del hipocampo, ya que los bulbos olfatorios son 

extraídos en nuestro modelo animal. En modelo de la rata bulbectomizada, en los 

últimos años, se ha descrito que el tratamiento crónico con antidepresivos promueve la 

neurogénesis en el hipocampo (Malberg et al., 2000) regulando a la alta la cascada 

AMPc-CREB, la expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), su 

receptor correspondiente (TrkB) y varios de los elementos de su cascada (ERK/pERK) 

(Nibuya et al., 1995, 1996; Thome et al., 2000) así como la vía de la ß-catenina y varias 

de las enzimas implicadas en su regulación como la AKT (Mostany et al., 2008), 

confirmando la relevancia de la relación entre estas cascadas y la neurogénesis. 

 

 

4.1. Receptor TrkB y factor BDNF 

 

En nuestro estudio, no hemos visto ningún cambio significativo en ninguna de las 

dos subunidades del receptor TrkB, aunque se observa una tendencia al descenso en la 

expresión de las mismas tras la bulbectomía, en línea con lo que se describirá con 

respecto a los niveles de expresión de AKT y β-catenina en el hipocampo de estos 

animales. Tras la bulbectomía parece haber un descenso en sus niveles de expresión que 

se recuperan después de tres meses, alcanzando los valores  mostrados por los animales 

control e incluso sobrepasándolos. No hemos encontrado, en la literatura hasta ahora 

revisada, ningún estudio previo con relación al modelo de bulbectomía, siendo nuestros 

resultados, por lo tanto, totalmente novedosos.  

 

La activación del receptor TrkB por BDNF pone en marcha una cascada de 

señalización de la MAP quinasas, incluyendo proteínas como ERK/pERK, y que 

culmina en un aumento de CREB en el núcleo que pondrá en marcha la transcripción de 

numerosos genes (Finkbeiner 2000). En este sentido, Vergaño-Vera et al. (2006) y 

Chiaramello et al. (2007) han encontrado datos que apuntan a la importancia tanto del 

BDNF como del receptor TrkB en la supervivencia y la migración de células 
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progenitoras de los bulbos olfatorios; sin embargo, otros grupos como el de Galvao et 

al., (2008) defienden una postura contraria, sustrayéndole una función principal al 

BDNF en la neurogénesis adulta. Nuestros resultados está claro que indican una cierta 

implicación del receptor TrkB, al menos relativa, con respecto a la diferenciación de 

neurogénesis entre los animales bulbectomizados y los animales control, siguiendo un 

patrón temporal que relaciona su proceso de recuperación con el de las otras proteínas 

relacionadas con neurogénesis investigadas.   

 

En cuanto a la expresión de las dos subunidades del receptor TrkB tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina, podemos hablar de una tendencia general al 

aumento en la subunidad menor tanto en el hipocampo de las ratas control como de las 

bulbectomizadas, y de una tendencia mayor para la subunidad mayor del receptor en las 

ratas bulbectomizadas. Este estudio sobre la expresión del la proteína receptora TrkB en 

el hipocampo, valorada mediante técnicas de western-blot, lo hemos completado con 

ensayos de hibridación in situ analizando la expresión de su ARNm en varias áreas del 

hipocampo y en la corteza prefrontal complementando la información aportada por los 

resultados anteriores. Podemos observar cómo en la corteza prefrontal de los animales 

bulbectomizados encontramos un menor marcaje del material genético codificante 

(ARNm) para estos receptores TrkB que en las ratas control.  

 

Un hallazgo realmente relevante es que el tratamiento crónico con fluoxetina 

revierte dicho descenso en la expresión del ARNm de TrkB, si bien no llega al nivel 

mostrado por las ratas control, aunque el aumento sea muy significativo 

estadísticamente. Ya hemos hablado de la importancia de este receptor en las vías de 

señalización celular relacionadas con neurogénesis, y con su ligando endógeno el factor 

neurotrófico BDNF. Por otra parte, podemos encontrar evidencias en la literatura sobre 

la importante relación del receptor TrkB con el efecto de los antidepresivos: Banasr y 

Duman (2008) demostraron la ausencia total del efecto ejercido por la fluoxetina y la 

imipramina sobre la neurogénesis en los ratones mutantes para el receptor TrkB, 

demostrando, de este modo, que este receptor ejercería un efecto clave en la acción de 

los antidepresivos sobre la neurogénesis hipocampal. En este sentido, nuestros 

resultados muestran esa tendencia a la alta que ejerce la fluoxetina sobre estos 
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receptores en la rata bulbectomizada, lo que podría estar indicando un intento por parte 

de este sistema neurotrópico de mejorar esta cascada de señalización mediante el 

aumento del número de receptores TrkB, un resultado acorde con los datos de la 

literatura. 

 

Debemos incluir en esta sección la discusión de los resultados de los estudios de 

hibridación in situ para el BDNF, ligando endógeno del receptor TrkB. Los niveles de 

expresión del ARNm para este factor neurotrófico están disminuidos tanto en la corteza 

prefrontal como en el hipocampo del animal bulbectomizado, coincidiendo con los 

resultados obtenidos en pacientes deprimidos (Duman et al., 1997). La literatura 

correspondiente a los animales bulbectomizadas es mucho menos clara en cuanto a esos 

cambios: Hellweg et al., (2007) describen un aumento de los niveles de expresión del 

BDNF en el hipocampo de ratón, mientras que otros autores como Van Hoomissen et al. 

(2003) no encuentran ningún cambio en la rata Long-Evans bulbectomizada, al igual 

que Buckland y Cunningham (1998) tampoco en sus estudios con los ratones 

bulbectomizados. Todas estas diferencias en las observaciones experimentales pueden 

deberse a múltiples variables, entre ellas la especie y cepa utilizada. En nuestro estudio 

también observamos que tras el tratamiento crónico con fluoxetina, los niveles de 

expresión del ARNm de BDNF en estas áreas aumentan y alcanzan los mostrados por 

las ratas control, hasta un restablecimiento completo de su expresión, en consonancia 

con los datos proporcionados por el grupo de Duman en sus estudios con muestras 

cerebrales de pacientes deprimidos (Nibuya et al., 1996; Duman et al., 2001).  

 

Así pues, podemos postular que la fluoxetina aceleraría los mecanismos 

compensatorios que el sistema pone en marcha para intentar restablecer la homeostasis 

en esta cascada de señalización, aumentando la expresión de receptores TrkB y del 

factor trófico BDNF, demostrándose una vez más los efectos beneficiosos de este 

antidepresivo en el modelo de rata bulbectomizada y su relación con la neurogénesis 

hipocampal. 
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4.2. AKT 

 

Con respecto a los niveles de expresión de AKT en el hipocampo, proteína 

inhibidora de la enzima GSK-3 (Cross et al., 1995), que a su vez inhibe la translocación 

de la proteína ß-catenina al núcleo, podemos observar que los resultados son muy 

similares a los descritos para el receptor TrkB y también para la ß-catenina (que 

examinaremos a continuación). Ambas proteínas, AKT y ß-catenina, están directamente 

relacionadas, de forma que el aumento de los niveles de la AKT debería conllevar un 

incremento en los niveles de ß-catenina. En nuestro estudio, los niveles de expresión de 

ambas proteínas en el hipocampo de las ratas bulbectomizadas y a lo largo de los tres 

meses son prácticamente iguales, con un descenso tras treinta días de la operación, 

recuperándose paulatinamente hasta volver a unos niveles similares a los observados en 

los animales control, una vez transcurridos noventa días postbulbectomía.  

 

En nuestro estudio, observamos un descenso en los niveles de expresión de AKT 

en el hipocampo de las ratas bulbectomizadas con respecto a los animales control a las 

dos semanas postcirugía y una vez desarrollado plenamente el síndrome de bulbectomía 

olfatoria, siendo ésta la primera vez que se demuestra en un modelo animal de 

depresión. En este sentido, en pacientes deprimidos suicidas se ha descrito una baja 

actividad para esta enzima en la corteza prefrontal (Hsiung et al., 2003), lo que 

concordaría con el descenso que hemos observado en nuestro modelo de la rata 

bulbectomizada. Un candidato clave en este proceso es la cascada del Wnt: su 

activación conduce a la inhibición de la enzima GSK-3 por AKT, permitiendo así a la  

β-catenina estabilizarse en el citosol y translocarse al núcleo, donde activaría la 

transcripción de diversos genes implicados en neurogénesis (Logan y Nusse, 2004).  

 

Un hallazgo relevante de nuestro estudio es que el tratamiento crónico con 

fluoxetina aumenta significativamente los niveles de expresión de AKT en el 

hipocampo de las ratas bulbectomizadas hasta los mostrados por las ratas control e 

incluso los sobrepasa. No hay datos en la literatura sobre la expresión de AKT en el 

modelo de la rata bulbectomizada pero si hay un estudios utilizando homogenizados de 

hipocampo de animales control: el tratamiento crónico con venlafaxina aumenta los 
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niveles citosólicos de esta enzima en el hipocampo de la rata Wistar (Mostany et al., 

2008). El incremento en los niveles de expresión de AKT tras la administración crónica 

de antidepresivos reduciría la inhibición que GSK-3 ejerce sobre la translocación de la 

β-catenina al núcleo, y por lo tanto, está claro el efecto beneficioso de este aumento 

ejercido por la fluoxetina sobre la actividad de la misma. 

 

 

4.3 ERK/pERK 

 

Nuestros resultados indican un descenso en la expresión de las proteínas 

ERK/pERK en el hipocampo tras la bulbectomía olfatoria, en particular de la forma 

activada (pERK). Un descenso que, al igual que el de las otras proteínas estudiadas, se 

recupera con el tiempo, si bien de manera más precoz ya que a los cuarenta y cinco días 

se vuelven a alcanzar valores como los del grupo de los animales control, y a los 

noventa días los superarían con creces. La forma inactiva de la proteína (ERK) 

prácticamente no muestra cambios salvo un aumento a los noventa días con respecto a 

los animales control.  

 

En la literatura previa existen muy pocos estudios sobre cambios en la expresión 

de ERK/pERK tras la bulbectomía. Se ha descrito un descenso en los niveles de 

expresión de ERK en varias áreas cerebrales en el ratón bulbectomizado (Moriguchi et 

al., 2006; Han et al., 2009) y un aumento de los mismos tras el tratamiento crónico con 

antidepresivos en la rata normal o naive (Hetman et al., 1999; Popoli et al., 2000; 

Tiraboschi et al., 2004), datos que irían en consonancia con los estudios que han 

demostrado que los niveles cerebrales de estas proteínas están muy disminuidos en los 

pacientes deprimidos (Hsiung et al, 2003). Las enzimas ERK/pERK, forman parte de la 

cadena de las MAP quinasas (entre otras), elementos intermediarios en la respuesta 

ejercida por el BDNF y su receptor TrkB, y que concluye con un incremento final de 

CREB (Finkbeiner, 2000). Podemos hipotetizar que la rata bulbectomizada tiene 

alterada toda esta cascada de señalización, ya que presenta un descenso en la expresión 

del receptor TrkB y de las formas activas de las proteínas de dicha cascada. Los datos 

que hemos obtenido de ERK apoyarían esta hipótesis.  
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En lo que concierne al efecto de los antidepresivos sobre los niveles de expresión 

de ERK/pERK, y en concreto tras el tratamiento crónico con fluoxetina, hay datos 

bastante contradictorios, habiéndose descrito tanto incrementos como descensos en 

animales control o naive (Tiraboschi et al., 2004; Fumagalli et al., 2005). En otro 

estudio, Mostany et al. (2008) encontraron un aumento de los niveles de expresión de 

ERK/pERK en homogeneizados de hipocampo tras el tratamiento crónico con 

venlafaxina. Nuestros resultados indican el tratamiento crónico con fluoxetina induce un 

aumento en la expresión de pERK tanto en la rata control como en la bulbectomizada, 

un dato concordante con los resultados de los estudios a los que antes se hacía 

referencia.  

 

Podemos concluir que existe una activación de la vía ERK/pERK tras el 

tratamiento crónico con fluoxetina, activación que supondría una mejoría en la cascada 

de señalización de las MAPkinasas, que se reflejaría en un incremento de los niveles de 

expresión del producto final, CREB/pCREB, como demostramos a continuación. 

 

 

4.4 CREB/pCREB 

 

Varios autores han sugerido que CREB juega un papel crítico en la patología de la 

depresión (Duman et al., 1997). Existen estudios que demuestran un descenso de los 

niveles de CREB en varias regiones cerebrales de pacientes deprimidos (Dowlatshahi et 

al., 1998; Yamada et al., 2003) así como en el cerebro de la rata bulbectomizada (Wang 

et al., 2007) y el ratón bulbectomizado (Han et al., 2009). En este sentido, nuestros 

resultados van en la misma dirección, ya que la expresión de la forma activa de CREB 

se encuentra muy reducida en el síndrome de bulbectomía olfatoria, aunque esta 

reducción, al igual que sucede con otros marcadores de señalización, desaparece 

transcurridos noventa días desde la cirugía, volviendo a observarse unos niveles de 

expresión similares a los observados en el grupo de los animales control. 

Una gran variedad de cascadas de señalización intracelulares implicadas en 

plasticidad neuronal están íntimamente relacionadas con el factor CREB (Shaywitz et 

al., 1999), y la fosforilación de esta proteína (pCREB) está considerada como un 
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marcador molecular de la respuesta al tratamiento con antidepresivos en pacientes con 

depresión mayor (Koch et al., 2002). La regulación a la alta en la expresión de CREB en 

regiones del cerebro implicadas en la conducta y los procesos cognitivos formaría parte 

de la respuesta molecular al tratamiento crónico con antidepresivos; de esta manera 

CREB aparecería como punto convergente que integraría las respuestas provenientes de 

las múltiples señales de transducción que son moduladas por los fármacos 

antidepresivos.  

 

Nuestros estudios aportan la novedad del efecto que el tratamiento de fluoxetina 

crónica induce sobre la expresión de CREB en los animales bulbectomizados, 

observándose un incremento tanto en la expresión CREB como de pCREB; esta 

respuesta aparece tanto en los animales control como bulbectomizados, si bien en estos 

últimos es más acusada; además, estos hallazgos son muy similares a los descritos por 

otros autores en la rata bulbectomizada tras el tratamiento con otros antidepresivos 

como la imipramina y la desipramina en varias regiones cerebrales (Wang et al., 2007), 

y estarían en buena concordancia con los datos provenientes de los estudios con 

pacientes deprimidos (Duman et al., 1997, 2000; Thome et al., 2000).   

 

En conclusión, la fluoxetina produce un aumento significativo en la expresión de 

CREB/pCREB, muy disminuida en los animales sometidos a bulbectomía (al igual que 

se observa en el cerebro de los enfermos deprimidos) y muy relacionada con la 

neurogénesis en hipocampo (al igual que veremos con la expresión de β-catenina).  

 

Todos estos aumentos en los marcadores moleculares que hasta ahora hemos 

descrito (BDNF y TrkB, AKT, ERK/pERK y CREB/pCREB) e inducidos por el 

tratamiento crónico con fluoxetina coinciden con el efecto modulador del antidepresivo 

sobre los sistemas serotonérgico y endocannabinoide, y con la mejora conductual del 

animal bulbectomizado en el test del campo abierto. En base a esto, podríamos 

especular sobre la existencia de una neurogénesis hipocampal deficitaria en las ratas 

bulbectomizadas (como pasaría en los enfermos deprimidos) que se recuperaría con el 

tratamiento antidepresivo, reforzando la interrelación entre neurogénesis hipocampal y 

mecanismo de acción de los antidepresivos. Los datos que se discuten a continuación 
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sobre la expresión de ß-catenina y la proliferación celular en el hipocampo apoyarían 

esta interrelación.  

 

 

4.5. ß-catenina 

 

Nuestros hallazgos demuestran un descenso en los niveles de expresión de la 

proteína ß-catenina tras treinta días postbulbectomía en los estudios de western-blot en 

homogenizado de hipocampo. En nuestro seguimiento temporal de esta proteína durante 

tres meses, hemos observado cómo sus niveles se van recuperando paulatinamente hasta 

llegar a un rango equivalente al mostrado por las ratas control.  

 

El hallazgo totalmente novedoso es que los niveles de expresión de esta proteína 

en el hipocampo se vieron incrementados significativamente tras el tratamiento crónico 

con fluoxetina, tanto en el grupo de las ratas control como el de las bulbectomizadas, en 

éstas últimas recuperándose su expresión hasta alcanzar unos niveles de expresión 

equivalentes a los mostrados por las ratas control. Es la primera vez que se estudia esta 

proteína y este hallazgo molecular tiene una relevancia especial, puesto que esta 

proteína ha sido recientemente relacionada con el efecto terapéutico de los 

antidepresivos, a través de la proliferación celular en hipocampo (Mostany et al., 2008).  

 

Los estudios relativos a ß-catenina y su modulación por el tratamiento crónico con 

fluoxetina en el modelo de la rata bulbectomizada son absolutamente novedosos. No 

hay tampoco estudios previos sobre la modulación de la expresión de β-catenina por el 

antidepresivo fluoxetina en animales de experimentación naive o control a pesar de que 

haya sido el fármaco más utilizado en estos últimos años en los estudios sobre la 

neurogénesis hipocampal (Malberg et al., 2000; Sairanen et al., 2005; Santarelli et al, 

2003). Mostany et al. (2008) han demostrado que el tratamiento crónico con 

venlafaxina, un inhibidor dual de la recaptación de serotonina y noradrenalina, también 

aumenta los niveles de neurogénesis en el hipocampo de la rata naive e induce 

translocación nuclear de la β-catenina a través de la activación de las vías de 

señalización ya revisadas (AKT y Wnt), sugiriendo que este aumento de β-catenina 
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podría mediar la neurogénesis inducida por los antidepresivos. Nuestros resultados 

apuntan en la misma dirección, con un aumento significativo de su expresión en los 

animales control y esa recuperación en los animales bulbectomizados , en ambos casos 

tras el tratamiento crónico con fluoxetina, coincidiendo con la respuesta conductual de 

tipo antidepresivo en los animales bulbectomizados. 

 

Los expresión de β-catenina también fue analizada a nivel morfológico, mediante 

técnicas inmunohistoquímicas: los resultados que obtuvimos fueron los esperables y 

confirmatorios de los obtenidos en los ensayos de “western-blot” anteriores puesto que 

la expresión de β-catenina (número de células que lo expresan) están muy disminuida en 

el hipocampo (giro dentado) de las ratas bulbectomizadas; además también 

comprobamos cómo tras el tratamiento crónico con fluoxetina esa expresión se 

normaliza llegando a equipararse con la de las ratas control. En el grupo de las ratas 

control, el tratamiento crónico con fluoxetina también indujo un incremento sustancial 

de la expresión de ß-catenina, reforzando la hipótesis ya expuesta, aunque debe 

subrayarse el hecho de que este aumento en la expresión de ß-catenina no conlleva una 

respuesta conductual diferente de los animales control no tratados, a diferencia de los 

observado con el grupo de los animales bulbectomizados.  

 

 

4.6. BrdU como marcador de proliferación celular 

 

 Por último, decidimos realizar un estudio de proliferación celular en el 

hipocampo mediante el marcaje inmunohistoquímico fluorescente de la molécula BrdU, 

un indicador de la neurogénesis hipocampal.  

 

 En nuestro estudio podemos ver cómo la proliferación celular en el hipocampo 

de las ratas bulbectomizadas está muy disminuida con respecto a las ratas control y en 

línea con lo publicado en un único estudio anterior (Jaako-Movits y Zharkovsky, 2005). 

Además, en nuestro caso el tratamiento crónico con fluoxetina “normaliza” la 

neurogénesis hipocampal de los animales “deprimidos” (bulbectomizados) hasta un 

nivel equivalente a observado en el hipocampo de los animales control; en la ratas 
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control, el tratamiento crónico con fluoxetina también indujo ese incremento. Hay 

trabajos previos describiendo la deficiencia de neurogénesis en animales 

bulbectomizados y su reversión con otro tipo de antidepresivos no ISRS como la 

imipramina (Keilhoff et al., 2006) y el citalopram (Jaako-Movits et al., 2006).  Sin 

embargo, no hay ningún estudio previo sobre la relación entre el efecto del tratamiento 

crónico con fluoxetina y las alteraciones en la proliferación celular en el modelo de la 

rata bulbectomizada, por lo que nuestro resultado es totalmente novedoso en lo que 

respecta a este antidepresivo y reforzaría la hipótesis de las acciones proneurogenéticas 

de los antidepresivos a nivel del hipocampo.  

 

 Todos estos hallazgos deben interpretarse bajo la hipótesis neurogénetica de la 

depresión que proviene de la idea de que una neurogénesis hipocampal deficitaria está 

relacionada con su fisiopatología, y apoyada por los estudios que demuestran que la 

administración crónica, que no aguda, de antidepresivos parece oponerse a la pérdida de 

plasticidad neuronal inducida por la depresión a través del incremento en la 

proliferación celular y la supervivencia neuronal, aunque es algo que todavía estaría en 

discusión para algunos. El hipocampo es parte integral del sistema límbico y está 

involucrado en el procesamiento de la memoria emocional. Estudios recientes 

demuestran que la neurogénesis en los ratones puede representar un poderoso 

mecanismo para el proceso de borrado de eventos perjudiciales o recuerdos nocivos, lo 

que permitiría al  hipocampo procesar nuevos eventos en la memoria (Feng et al., 2001). 

Puede ser que la reducción en la neurogénesis dificulte este proceso de borrado, lo que 

facilitaría la explicación de esos recuerdos negativos exacerbados en enfermos 

deprimidos (Leppanen, 2006). Si la neurogénesis en el hipocampo adulto juega un papel 

importante en la fisiopatología de la depresión, entonces un estado depresivo debería 

estar asociado con una neurogénesis reducida, si bien todavía debe estudiarse a fondo la 

relación entre el estado depresivo y una disfunción neurogenética (Duman et al., 1999; 

Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003).  
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4.7. Correlación entre los cambios conductuales y los marcadores de 

neuroplasticidad en la bulbectomía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina 

 

 Como comentábamos al comienzo de esta discusión, hemos observado un 

descenso en los niveles de expresión de varias moléculas de señalización celular 

implicadas en neurogénesis y plasticidad neuronal: ese descenso llega a revertirse y 

alcanzar valores “normales” transcurridos 45-90 días desde la cirugía. Este dato 

contrasta con la presencia, durante todo este período de tiempo, de la típica 

hiperactividad mostrada por la rata bulbectomizada en el test del campo abierto. Aunque 

futuros estudios permitirán ahondar en este aspecto, una posible explicación sería que la 

recuperación de la expresión de todos estos marcadores moleculares implicados en 

neurogénesis obedece o es consecuencia de mecanismos compensatorios en el animal 

bulbectomizado pero que no parecen ser suficientes como para traducirse en efectos 

conductuales positivos y/o medibles en un test de conducta tan determinado como es el 

campo abierto; quizás otros paradigmas conductuales puedan reflejar respuestas que se 

correlacionen con ese patrón temporal de expresión de esos marcadores. En este 

sentido, los cambios conductuales mostrados por las ratas bulbectomizadas no sólo se 

restringen a la existencia de una hiperactividad en el campo abierto, que es lo hemos 

valorado en este estudio, también exhiben déficits en la memoria y el aprendizaje, 

descenso de la libido y una anhedonia en general; además presentan una conducta de 

ansiedad medible en los test de interacción social y el laberinto en “T” junto con 

manifestaciones  fisiológicas como el aumento de la temperatura corporal y un ritmo 

cardiaco alterado. De hecho, el modelo de la rata bulbectomizada es considerado un 

modelo de depresión con ansiedad comórbida. Un hecho relevante es que el 

antidepresivo fluoxetina es capaz de revertir todas esta alteraciones conductuales y 

fisiológicas (Roche et al., 2008). 

 

 Como ya se ha discutido, toda una serie de marcadores moleculares de diversas 

cascadas de señalización intracelular juegan un papel crítico en la patología de la 

depresión, y parece que subyacen o al menos intervienen en el efecto terapéutico de los 

antidepresivos, tendiendo un puente hacia varios sistemas de neurotransmisión como los 

aquí estudiados, el serotonérgico y el endocannabinoide. Hemos visto como el 
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tratamiento crónico con fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptación de 

serotonina, modula la densidad/funcionalidad de los receptores serotonérgicos y 

cannabinoides, y cómo, de manera concomitante, regula la expresión de esos 

marcadores moleculares implicados en neurogénesis, ayudando a la “normalización” de 

todas esas cascadas de señalización en las que están implicados, todas ellas evidencias 

experimentales que reforzarían la existencia de dicho puente o interrelación. Como 

hemos discutido, casi todos estos marcadores de fenómenos neurogenéticos parecen 

volver a la normalidad en la rata bulbectomizada tras noventa días sin tratamiento 

alguno, producto de mecanismos de compensación puestos en marcha para devolver la 

homeostasis en esos animales, y el hecho de que la fluoxetina acelere dicho proceso es 

otro dato más a favor de la relación entre todos estos mecanismos. Además es 

importante recordar que la mejoría conductual en el test del campo abierto a los 30 días 

de la cirugía y tras el tratamiento crónico con fluoxetina durante las dos últimas 

semanas coincide con la recuperación o “normalización” en la expresión de estos 

marcadores moleculares. La fluoxetina controlaría todos estos mecanismos de 

compensación, afectando además a los sistemas de neurotransmisión serotonérgica y 

endocannabinoide, apoyando la posible existencia de una interrelación que, como antes 

apuntábamos, merece ser investigada en futuros y apasionantes estudios  

 
Los datos obtenidos demuestran que el modelo de bulbectomía está asociado con 

una neurogénesis hipocampal reducida. Además, demostramos que esta reducción de la 

neurogénesis se revierte tras el tratamiento crónico con fluoxetina. Así pues, el 

incremento en la neurogénesis inducido por el tratamiento crónico con antidepresivos 

podría ser uno de los mecanismos por el cuál los antidepresivos revierten la conducta 

depresiva mostrada por las ratas bulbectomizadas.  

 

En conclusión, todos estos hallazgos celulares, moleculares, neuroquímicos y 

conductuales así como el efecto ejercido por el antidepresivo fluoxetina en el animal 

bulbectomizado sugieren una posible validez etiológica, indican una cierta validez 

constructiva y confirman la clara validez predictiva de este modelo animal que 

manifiesta esa validez aparente con la enfermedad depresiva en el humano. 
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1. La bulbectomía olfatoria bilateral en la rata induce unas alteraciones conductuales 

estables y permanentes que se manifiestan en el test del campo abierto como una 

hiperactividad locomotora (deambulaciones) y un aumento en la actividad exploratoria 

(alzamientos). Estas alteraciones conductuales se revierten totalmente y de forma 

significativa tras el tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina administrado 

durante 2 semanas a la dosis de 10 mg/kg/día. 

 

 

2. La bulbectomía olfatoria bilateral y el tratamiento crónico con fluoxetina inducen 

cambios adaptativos en los siguientes marcadores de la neurotransmisión serotonérgica: 

  

a) En la densidad del transportador de 5-HT, la bulbectomía induce una regulación a la 

alta en la amígdala basolateral así como una regulación a la baja en la sustancia gris 

periacueductal y en el núcleo del rafe mediano. El tratamiento crónico con fluoxetina 

produce una acentuada y generalizada regulación a la baja en la densidad del 

transportador de serotonina tanto en el cerebro de los animales bulbectomizados como 

de los animales control.  

 

b) Con respecto al receptor 5-HT1A, la bulbectomía induce cambios diferenciales según 

las áreas cerebrales analizadas, apreciándose una menor señalización 

(hipofuncionalidad) a nivel de la corteza entorrinal, la amígdala y los núcleos del tronco 

cerebral, pero una clara hiperfuncionalidad en la corteza frontoparietal y en el septo 

laterodorsal. El tratamiento crónico con fluoxetina revierte la hiperseñalización en la 

corteza frontoparietal del animal bulbectomizado. Además, en general, el tratamiento 

crónico con el antidepresivo desensibiliza el receptor 5-HT1A en la mayoría de las áreas 

cerebrales y, en especial a nivel de los núcleos del rafe y del hipocampo tanto el animal 

bulbectomizado como control. 

  

c) Con respecto al receptor 5-HT1B, no se aprecian cambios relevantes en su densidad y 

funcionalidad tras la bulbectomía.  Sin embargo, el tratamiento crónico con fluoxetina 

induce en este modelo animal de depresión cambios diferenciales en la funcionalidad 
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del receptor de una forma región-dependiente: hipersensibilidad y “normalización” de la 

funcionalidad en ciertas áreas límbicas (septo, hipocampo, hipotálamo) y un claro efecto 

desensibilizador en núcleos del tronco cerebral.  

 

d) Con respecto al receptor 5-HT2A, la bulbectomía olfatoria bilateral y el tratamiento 

con fluoxetina en la rata producen cambios significativos sobre todo en su densidad en 

forma de regulación a la alta del receptor en la corteza frontoparietal interna y en la 

corteza entorrinal que son revertidas por el tratamiento crónico con fluoxetina, mientras 

que se observa una reducción en su densidad en el hipotálamo ventromedial y en el rafe 

magnus. En el animal control, la fluoxetina no produce cambios en la densidad del 

receptor a nivel cortical pero induce una regulación a la baja a nivel del rafe mediano y 

rafe dorsal así como en el hipotálamo ventromedial.  

 

 

3. La bulbectomía olfatoria bilateral en la rata induce cambios adaptativos en la 

neurotransmisión endocannabinoide, en particular sobre la densidad y funcionalidad del 

receptor CB1 que son modulados por el tratamiento crónico con fluoxetina. El hallazgo 

más llamativo es el aumento en la funcionalidad del receptor CB1 en prácticamente todo 

el cerebro, y el hecho de que el tratamiento crónico con fluoxetina “normaliza” esta 

hiperseñalización endocannabinoide en ciertas áreas como la corteza entorrinal y los 

núcleos septales y muy especialmente en la corteza prefrontal. En el animal control, 

cambio, prácticamente no se observa cambio alguno en la densidad y funcionalidad del 

receptor CB1 tras el tratamiento crónico con fluoxetina  

 

 

4. La bulbectomía olfatoria bilateral en la rata induce una reducción significativa en los 

niveles de expresión de diversos marcadores moleculares de neuroplasticidad y 

neurogénesis hipocampal (AKT, ERK/pERK, CREB/pCREB, β-catenina) así como en 

la expresión del factor neurotrófico BDNF, de su receptor TrkB  y en el ARNm de los 

mismos. El tratamiento crónico con fluoxetina produce aumentos significativos en la 

expresión de AKT, pERK y β-catenina hasta lograr niveles similares a los mostrados 
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por el animal control. El tratamiento crónico con fluoxetina también aumenta la 

expresión de estos últimos marcadores en el animal control. 

 

 

5. La bulbectomía olfatoria bilateral en la rata induce una reducción significativa en la 

neurogénesis hipocampal, efecto revertido de forma significativa tras el tratamiento 

crónico con fluoxetina. El antidepresivo también incrementa la neurogénesis 

hipocampal en el animal control.  

 

 

6. Todos estos hallazgos celulares, moleculares, neuroquímicos y conductuales así como 

el efecto ejercido por el antidepresivo fluoxetina en el animal bulbectomizado sugieren 

una posible validez etiológica, apoyan una cierta validez constructiva y confirman la 

clara validez predictiva de este modelo animal que manifiesta esa llamativa validez 

aparente con la enfermedad depresiva en el humano. Nuestro estudio demuestra por 

tanto la utilidad de este modelo animal de depresión en el estudio de la neurobiología y 

el tratamiento de la depresión. 
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