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Introduccion

1. Depresién

La depresién es una de las enfermedades neuropsiquiatricas que presenta
mayor incidencia dentro del grupo de enfermedades denominadas Trastornos del
Estado de Animo. Ya Hipdcrates en el siglo V a.C. hablaba del termino melancolia, que
significaba bilis negra, ya que desde la perspectiva hipocratica se pensaba que los
estados de animo dependian del equilibrio entre cuatro humores: sangre, flema, bilis
amarilla y bilis negra, y la depresién estaba causada por un exceso de bilis negra
(Kandel et al., 2001).

De acuerdo con los criterios de diagnostico actuales, la depresion es un
sindrome caracterizado por un nimero de sintomas, entre los que se incluyen estado
de animo deprimido, perdida de interés o placer en casi todas las actividades
(anhedodnia), cambios de apetito o peso, del suefio y de la actividad psicomotora; falta
de energia; sentimiento de infravaloracion o culpa; dificultad para pensar,
concentrarse o tomar decisiones, y pensamientos recurrentes de muerte o ideacién,
planes o intentos suicidas (Asociacion Americana de Psiquiatria, DSM-V). La depresién
no es una enfermedad homogénea, sino un fendmeno complejo, que comprende
muchos subtipos y mas de una etiologia, incluyendo desde una predisposicion a
trastornos del estado del animo, a depresiones con diferencias en la intensidad de la
sintomatologia (desde cuadros ligeros a severos), con y sin caracteristicas psicoticas,
asi como asociada a otros trastornos psiquidtricos y somaticos (Manji y Lenox, 2000).

1.1 Diagnostico y factores de riesgo de la depresion.

Segun el Manual Diagnostico y Estadistico de los trastornos mentales, editado
por la Asociacién Americana de Psiquiatria (DSM-1V,2000 y DSM-V,2013) un trastorno
depresivo mayor es un curso clinico caracterizado por uno o mas episodios depresivos
sin historia de episodios maniacos. Donde un episodio depresivo mayor es un periodo
de al menos 2 semanas durante el que hay un estado de danimo deprimido o una
perdida de interés o placer en casi todas las actividades, acompafados de por lo
menos cuatro sintomas mas de una lista que incluye: alteracién del peso corporal o de
la ingesta, alteraciones en el suefo, agitacidon o enlentecimiento psicomotores, fatiga o
perdida de energia, sentimiento de inutilidad o culpa, disminucion de la capacidad de
pensar o concentrarse y pensamientos recurrentes de muerte o conducta suicida
(Tabla 1).
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Estado de dnimo depresivo*

Perdida de interés o placer*

Alteracion del peso corporal y/o apetito
Alteracion del sueiio

Alteracion o retardo psicomotor

Fatiga o perdida de energia

Sentimiento de inutilidad o falta de valor
Indecision, dificultad de concentracidn

Ideas suicidas

Tabla 1. Criterios de diagnostico segin DSM-IV y V de episodio de depresién mayor. Donde deben estar
presente durante un periodo minimo de dos semanas ademas de los dos primeros sintomas (*) otros
cuatros sintomas de la lista.

Ademas esta misma guia diagnostica hace una clasificacion del trastorno
depresivo mayor segun sea producido por un Unico episodio depresivo o si es
recidivante.

Uno de los factores para sufrir depresidn es el componente genético. Estudios
epidemioldgicos en gemelos han demostrado que alrededor del 37% del riesgo de
sufrir depresion mayor es genético (Sullivan et al., 2000). Algunos aspectos de la
personalidad como son el pesimismo o la excesiva preocupacién (Ansia) son también
en parte heredables (Bouchard et al., 1994), siendo en parte responsables de la
predisposicién a padecer depresién (Kendler et al., 2006). Esto hace que la busqueda
de los genes implicados sea prioritaria, aunque existe una dificultad comparado con
otras enfermedades mentales ya que la depresiéon es un complejo fendmeno con
posiblemente muchos genes implicados.

Estudios genéticos han asociado varios genes con la heredabilidad de Ia
depresidon, como el gen del receptor de corticotropina (CRF1) que se encuentra
presente en el cromosoma 18 (Segurado et al., 2003; Hamet et al., 2005) o una
variante polimérfica del gen del transportador de Serotonina (5HTT), que causa una
reduccion en la captacion de Serotonina (5HT) en las células presinapticas (Lesch et al.,
1996) y confiere una predisposicién a padecer depresién, pero Unicamente asociado a
una vida estresante (Caspi et al., 2003). Por tanto, algunos factores ambientales
podrian conferir predisposicion a la depresion por una afectacién epigenética, por
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ejemplo la conducta maternal en roedores causa un cambio epigenético en genes
relacionados con el estrés (Weaver et al., 2004).

La vulnerabilidad a padecer depresién no es solo por una predisposicidn genética,
también existen factores de riesgo no genéticos importantes como el estrés, traumas
emocionales, infecciones virales (ej. Borna virus) y algunos procesos estocdsticos
durante el desarrollo del cerebro (Fava y Kendler, 2000; Nestler et al., 2002). Ocurren
episodios depresivos, ademas, en el contexto de innumerables condiciones medicas
como afectaciones endocrinas (Hiper- o Hipocortisolemia), enfermedades vasculares,
Parkinson, cancer y diabetes.

El papel del estrés es particularmente importante, ya que la depresion es a
menudo descrita como una enfermedad relacionada con el estrés, habiendo
evidencias de que a menudo los episodios depresivos ocurren en contextos con
mucho estrés. Sin embargo el estrés per se no es causa suficiente para causar
depresion ya que muchas personas bajo unas condiciones de gran estrés no cursa en
un episodio depresivo, mientras que otras bajo un estrés leve si lo desarrollan (Nestler
et al.,, 2002).

1.2 Importancia socioeconémica de la depresion.

Entre las patologias de la poblacion general los trastornos mentales presentan
una incidencia alta, con un elevado impacto socio-econdmico, afectando ademas
severamente a la calidad de vida de los pacientes. De acuerdo con las estimaciones de
la Organizacién Mundial de la Salud, la depresion en el afio 2020 se convertira en la
segunda enfermedad con mayor carga social y supondrd un 15% de toda la carga por
enfermedad, ocupando el segundo lugar tras las cardiopatias isquémicas (Kullkarni y
Dhir, 2009). En Espafia, la depresion es el trastorno mental mas frecuente, con una
prevalencia de entre el 5 y el 10%, es decir, entre dos y cuatro millones de personas,
aunque los expertos estiman que podria haber hasta seis millones de afectados por
esta patologia, la mitad de los cuales no estarian diagnosticados. Los datos hablan de
un padecimiento de la depresidn por parte de la poblacién con una ratio entre sexos
de 5:2, siendo mucho mas acusado en mujeres que hombres.

Desde el punto de vista del gasto econdmico, la depresién causa un alto
impacto ya que los trastornos del estado del animo, de los cuales la depresion mayor
es la principal patologia, estan a la cabeza del gasto producido en enfermedades
mentales en Europa, donde se destinan aproximadamente 113 billones de euros al aio
entre gastos médicos directos y gastos indirectos (Smith, 2011).
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El suicidio es un riesgo considerable de mortalidad dentro de la depresion,
entre un 10 y un 20%, siendo la tasa de suicidios mas alta entre las edades de 15-24
afios. Ademas, numerosos estudios han demostrado una relacion entre la depresidn y
aquellos trastornos cardiovasculares que presentan una mortalidad incrementada: la
depresion incrementaria el riesgo de desarrollar alteraciones cardiacas, en particular
relacionadas con la patologia coronaria (Rustad et al., 2013).

Otro rasgo muy importante de la depresidon es la alta tasa de comorbilidad
compartida con otras alteraciones psiquiatricas y/o neuroldgicas. La ansiedad, en
particular, estd muy frecuentemente asociada con alteraciones afectivas (Katon y Roy-
Byrne, 1991).

1.3 Neurobiologia de la depresidn.

A pesar de que la depresion es el trastorno neuropsiquiatrico diagnosticado con
mayor frecuencia, todavia no se conocen con detalle las bases patogénicas y
neurobioldgicas (Manji et al., 2001; Nestler et al., 2002) de esta enfermedad. La mayor
parte del conocimiento procede del estudio de las acciones de los farmacos eficaces en
el tratamiento de la depresidn, principalmente aquellos que modulan los sistemas de
neurotransmisién monoaminergica (Nutt et al., 2002).

Hipdtesis de las Monoaminas

La hipdtesis de las monoaminas parte de la idea que los sintomas que producen
la depresién son producidos por unos bajos niveles de neurotransmisores
monoaminergicos (Serotonina (5HT), Noradrenalina (NA) y Dopamina (DA)). El papel
de la Serotonina (5HT) y la Noradrenalina (NA) en la depresién fue sugerido por la
observacion de la manipulacién farmacolégica de estos neurotransmisores y la
induccion o reduccién de los sintomas depresivos. Por ejemplo, estudios clinicos
demostraron que el tratamiento con Iproniazida e Imipramina, medicamentos
antituberculoso y antihistamina respectivamente, tenian un potente efecto
antidepresivo en humanos, aumentando la transmisién central serotoninérgica y
noradrenérgica. La Reserpina, un medicamento usado como antihipertensivo que
disminuye el almacenamiento de monoaminas, bajando asi los niveles, producia
sintomas depresivos en pacientes (Krishnan y Nestler, 2008) sugiriéndose que la
depresién fuera el resultado de la bajada de disponibilidad de 5HT y/o NA (Bunney
and Davis, 1965; Schildkraut, 1965; Coppen, 1969).

Esta hipdtesis de la deplecion de las monoaminas fue ratificada por la aparicion
de los antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la monoamino oxidasa, donde
ambos producen un aumento del nivel de monoaminas en la sinapsis (Lanni et al.,
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2009). Todas estas observaciones sugerian que el nivel de las monoaminas en
particular la 5HT y la NA estan estrechamente relacionados con la causa y tratamiento
de la depresidon (Shopsin et al., 1975; Delgado et al., 1994; Miller et al., 1996).

Otros estudios donde se disminuian los niveles de 5HT, mediante la
administracion de bebidas que contienen todos los aminodcidos excepto el Triptéfano
(Ruhe et al., 2007) muestran que, la disminucidon de la sintesis de 5HT no induce
depresion en individuos sanos, sin embargo si puede causar episodios depresivos en
pacientes que han sido tratados previamente con antidepresivos (Ruhe et al., 2007).
Sugiriendo que la 5HT tiene un papel critico en el tratamiento de la depresidn pero que
son necesarios factores neuroquimicos adicionales para causar depresion.

Como la medicion directa de la neurotransmision monoaminergica no muestra
resultados definitivos con respecto a la depresidn, se estudiaron los efectos a nivel de
receptor para estos neurotransmisores. Estudios postmorten muestran que la proteina
pll, la cual aumenta la eficiencia de la sefial del receptor 5HT1B, receptor de
serotonina localizado presinapticamente, estd disminuida en cerebros de pacientes
deprimidos (Svenningsson et al., 2006). El receptor de serotonina 5HT1A, también se
encuentra alterado en la depresion, reduciéndose la union en los receptores 5SHT1A
pre y post sinapticos, lo que sugiere una reduccidn de funcién del autorreceptor y una
mala transmisién debida al receptor postsinaptico (Drevets et al., 1999; Celada et al.,
2004). Ademas, se observa que existe en pacientes deprimidos un aumento del
numero de autorreceptores 5HT1A, lo que hace que disminuya la liberacién de 5HT
(Yates et al., 1990). Todas estas observaciones sugieren el importante papel que
juegan las monoaminas, principalmente la 5HT en la depresidn.

Antidepresivos

La hipdtesis de las monoaminas ha sido fundamental en el desarrollo de los
tratamientos antidepresivos, asi la Imipramina y otros farmacos triciclicos relacionados
bloqueaban la recaptacion de Noradrenalina (NA) (lversen, 1965). Posteriormente
Carlsson y colaboradores mostré que estas sustancias también bloqueaban la
recaptacion de Serotonina (Carlsson et al., 1968). Mostrandose por tanto los
antidepresivos triciclicos como potentes antidepresivos.

Siguiendo la linea de los antidepresivos triciclicos inhibidores de la recaptacion
de NA y 5HT, se desarrollaron farmacos capaces de inhibir solo a uno de los
neurotransmisores. El primer farmaco identificado con mayor selectividad para la SHT
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fue la Clomipramida, que resultd tener un efecto antidepresivo mas potente que los
farmacos triciclicos originales. Esto estimuld el desarrollo de una serie de farmacos
inhibidores de la recaptacién de la 5HT (SSRIs) llegando al desarrollo de farmacos
como la Fluoxetina que son algunos de los usados en la actualidad como tratamiento
en la depresidon. No obstante, los SSRIs eran menos efectivos que los farmacos
triciclicos iniciales en episodios de depresidon severa (Anderson y Tomenson, 1994).
Esto provocd que se desarrollaran farmacos que combinaban los efectos de la
inhibicion de la recaptacion de NA y 5HT (SNRIs) con un efecto superior al de farmacos
de generaciones anteriores (Nutt, 2002).

Se ha sugerido que el efecto beneficioso de los antidepresivos esté mediado
por el aumento de la neurotransmisién serotoninergica mediado, a su vez, por el
receptor 5HT1A (Nutt, 2002). Esta hipdtesis estda basada en la observaciéon de que
antagonistas de los receptores 5HT3 no tienen efectos antidepresivos y los antagonista
de 5HT2 tampoco tienen un efecto claro. Sin embargo, agonistas de los receptores
5HT1A, como es la Buspirona, puede tener alglin efecto beneficioso en ciertas formas
de depresion (Rickels et at., 1990; Stahl et al., 1998).

Finalmente, tras mostrar la evolucién de los farmacos antidepresivos se puede
proponer un mecanismo de accién antidepresiva universal, el cual consiste en la
facilitacion de la neurotransmisiéon noradrenérgica y serotoninergica. Este efecto
puede ser obtenido mediante inhibicién del metabolismo de estas monoaminas,
inhibiendo su recaptacién o estimulando su liberacion bloqueando sus
autorreceptores presinapticos (Nutt,2002).

Hipotesis neurotrdfica y neurogénica

La disminuciéon del volumen observado en el hipocampo y otras regiones
cerebrales en pacientes deprimidos ha sugerido la hipdtesis del decrecimiento de
factores neurotréficos en la depresidn, factores que a su vez regulan la plasticidad en
el cerebro adulto (Monteggia et al., 2004; Duman et al., 2006). Estos estudios se han
centrado en el papel del factor neurotréfico cerebral (BDNF), el cual es expresado
abundantemente en estructuras limbicas. Estudios preclinicos muestran que varias
formas de estrés reducen la cantidad de BDNF en el hipocampo, donde a su vez se ha
visto que tratamientos crénicos con antidepresivos aumentan la sefial mediada por
este factor neurotrofico (Nestler et al., 2002; Duman et al.,, 2006). En estudios
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postmorten en hipocampo de pacientes con depresidn se muestran, efectos similares
(Karege et al., 2005) asi como una disminucién en la concentracion de BDNF en el
suero ( Duman et al., 2006).

El efecto antidepresivo del BDNF observado en roedores tras la infusion directa
en el hipocampo parece confirmar la implicacién de factores neurotréficos en la
depresidon (Shirayama et al.,, 2002). Este efecto se bloquea en animales carentes
(knockout) del gen del factor BDNF (Monteggia et al., 2004; Monteggia et al., 2007).
Sin embargo, algunos estudios preclinicos no reproducen el patrén de cambios
generados por el estrés o por los antidepresivos, o incluso muestran efectos contrarios
(Groves et al., 2007; Martinowich et al., 2007). Ademas, ratones carentes del factor
neurotréfico BDNF o sus receptores no muestran comportamiento depresivo (Zorner
et al., 2003; Monteggia et al., 2007) y en otras regiones, como el Area Ventral
Tegmental (VTA) y nucleo Acumbens (NAc), el BDNF ejerce un efecto pro-depresivo
(Eisch et al., 2003; Krishan et al., 2007), mientras que un animal carente del factor
BDNF en ese circuito muestra efectos antidepresivos (Berton et al., 2006).

Estos resultados sugieren que la hipdtesis del BDNF, puede ser muy simplista ya
gue este factor esta implicado en la respuesta neuroplastica al estrés y al tratamiento
antidepresivo, pero este depende de la regiéon y del tipo de antidepresivo (Krishnan y
Nestler, 2008).

Otro marcado efecto celular que se produce bajo el tratamiento de algunos
antidepresivos es la induccién de la neurogénesis hipocampal adulta, proceso por el
cual un precursor neural en la zona subgranular (SGZ) hipocampal forma una nueva
neurona que se diferencia e integra en el giro dentado (Sahay et al., 2007; Pittenger et
al., 2008). El bloqueo de esa neurogénesis hipocampal inhibe el efecto terapéutico de
muchos antidepresivos en modelos animales (Sahay et al., 2007). Ademas el
tratamiento con antidepresivos, posiblemente a través del regulador trasncripcional
CREB, incrementa la cantidad de varios factores de crecimiento en el hipocampo, lo
gue influencia la neurogénesis (Nestler et al., 2002; Pittenger et al., 2008). Entre estos
se incluye el BDNF asi como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y VGF,
gue a su vez tienen propiedades proneurogenicos y antidepresivas en roedores
(Hunsberger et al., 2007; Thakker-Varia et al., 2007; Warner-Schmidt et al., 2007).

El mecanismo por el cual las nuevas neuronas pueden restaurar el estado de
animo es aun desconocido. La neurogénesis puede incrementar la propagacién de la
actividad a través de las distintas zonas del hipocampo y permitir redes para adaptarse
y aprender nuevas experiencias (Airan et al., 2007; Kempermann et al., 2008).
Indicando este aumento, la posibilidad que la presencia de neurogénesis durante
episodios estresantes medie un aprendizaje desadaptativo y asi promover secuelas
depresivas (Krishnan y Nestler, 2008). Sin embrago, la reduccién de la neurogénesis
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por si misma no produce depresidn (Sahay et al., 2007; Surget et al., 2008). Estudios en
roedores, donde la neurogénesis hipocampal ha sido bloqueada, no mostraron
conducta depresiva o ansiosa (Santarelli et al., 2003; Zhao et al., 2008).

Por tanto, esto pone de relieve los puntos débiles de estas teorias de la
depresion. Mecanismos de sintomas depresivos en respuesta al estrés difieren entre
circuitos neurales y también pueden ser distintos de los cambios que estan debajo de
la depresidn en ausencia de estrés externo (Krishnan y Nestler, 2008).

Hipdtesis Neuroendocrina

Un destacado mecanismo por el cual el cerebro reacciona al estrés agudo y
crénico es la activacion del eje Hipotalamo- Hipofisario- Adrenal (HHA). Neuronas del
nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo secretan factor liberador de
corticotropina (CRF), el cual estimula la sintesis y liberacién de adrenocorticotropina
(ACTH) por la adenohipdfisis. La ACTH a su vez, estimula la sintesis y liberacion de
glucocorticoides (Cortisol en el caso de los humanos y Corticosterona en roedores) por
la corteza adrenal. Los Glucocorticoides ejercen un profundo efecto en el metabolismo
y también en la conducta, via accion directa de numerosas regiones cerebrales.

Estudios clinicos identificaron pequefios incrementos en la concentracion de
Glucocorticoides en el suero de pacientes deprimidos (Parker et al., 2003; Raison et al.,
2003), alimentando el interés por conocer el papel de un disfuncional eje HHA en la
patofisiologia de la depresién. El estrés Fisico o psicolégico incrementa la
concentracion de Glucocorticoides en el suero, y algunos sintomas depresivos pueden
ser producidos en roedores mediante la administracion crénica de Glucocorticoides
(Gourley et al., 2007). Se ha observado, que el exceso de glucocorticoides, a través de
sus receptores, puede reducir la proliferacion celular en la SGZ del giro dentado y
producir cambios atréficos en subregiones del hipocampo (McEwens et al., 2007), lo
cual podria contribuir a la reduccidon del volumen hipocampal observado en la
depresion. Ademas, pacientes con el sindrome de Cushing, que presentan una alta
concentracion de cortisol circulante, también muestran sintomas depresivos y atrofia
en el hipocampo (Nestler et al., 2002; McEwens et al., 2007). La hipercortisolemia en
depresion se manifiesta en varios niveles, incluyendo una hiper-respuesta adrenal a la
ACTH circulante y una hipersecrecién de CRF (Nemeroff y Owens, 2002).

Estudios recientes sugieren que la hipercortisolemia es una caracteristica casi
exclusiva de episodios depresivos severos o acompafados de sintomatologia psicética
(Nestler et al., 2002) en el cual antagonistas de glucocorticoides muestran eficacia
terapéutica. Por el contrario, la depresidn atipica, un subtipo caracterizada por
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hiperfagia e hipersomnia, esta asociada con hipocortisolemia (Gold et al.,, 2002;
Brouwer et al., 2005).

Estos resultados sugieren la importancia de la regulacion del eje HHA, y por tanto
de los glucocorticoide en algunos sintomas de la depresion, reforzando el papel del
estrés en la depresion.

Otras hipdtesis

Ademas de las hipdtesis expuestas anteriormente, existen multitud de estudios
gue relacionan la depresion o algunos de sus sintomas con otros sistemas de
neurotransmisores o sustancias en el cerebro. En la Tabla 2 se muestran algunas
teorias neurobioldgicas adicionales, con algunas de sus evidencias y evidencias
contradictorias, de la patofisiologia de la depresidn (Belmaker y Agram, 2008).

Aunque, como hemos visto anteriormente, existen varias teorias sobre la
depresion, la hipdtesis mas relevante y la mas extendida es la hipdtesis de las
monoaminas ya que en ella se basan la mayoria de tratamientos eficaces contra la
depresion.

11
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Teorias

Evidencias

Evidencias contradictorias

Alteracidon de la
neurotransmision
glutamatérgica

Reduccion de la
neurotransmision
GABAergica

Ritmos circadianos
anormales

Sintesis deficiente de
neuroesterdides
Fallo en la funcidn opioide
endogena

Las citoquinas median el
didlogo entre el sistema
inmune y el cerebro

Alteracion de la Tirosina

Los niveles de glutamato y glutamina estan reducidos en corteza prefrontal.

El antagonista de NMDA Ketamina induce rapidos efectos antidepresivos.

Reduccion de los niveles corticales de mRNA del transportador de Glutamato y del
enzima convertidor a Glutamina.

Los niveles de GABA en plasma, liquido cefalorraquideo y corteza dorsolateral
prefrontal y occipital estan reducidos.

Agentes moduladores de GABA tienen efectos en modelos animales de depresion.
Antidepresivos afectan a la funcion GABAergica.

La inmunorreactividad de neuronas de GABA esta reducida en corteza prefrontal.
Deprivacion del suefio y terapia con luz tienen efectos antidepresivos.

Algunos pacientes deprimidos tienen ritmos circadianos anormales en humor, suefio,
temperatura y secreciones neuroendocrinas.

Roedores activos durante el dia de convierten en depresivos cuando la luz del dia es
baja.

Los niveles de colesterol son bajos durante la depresion.

DHEA tiene efectos antidepresivos en pacientes deprimidos.

Agonistas del receptor 6-opioide tiene efectos antidepresivos en roedores y regula al
alza los niveles de BDNF en el cerebro.

Decrece la capacidad de unidn de los receptores corticales p-opioide en tristeza
sostenida.

La depresidn es comun en enfermedades autoinmunes.

La exposicion a citoquinas produce sintomas depresivos.

Los antidepresivos tienen efectos antiinflamatorios.

Las citoquinas afectan al eje HHA y a las monoaminas.

La transtiretinina estd reducida en el liquido cefalorraquideo de pacientes
deprimidos.

Las hormonas tiroideas regulan el sistema serotoninérgico en el cerebro.

Los niveles de glutamato en el cortex occipital estdn incrementados.

Ketamina se une a los receptores D2 de dopamina en estado de altaafinidad.

El GABA estd implicado en mds del 30% de las sinapsis cerebrales, sugiriendo poca
especificidad.
La neurotransmisién GABAergica puede ser relacionados con sintomas de ansiedad en
la depresion.

La asociacidn entre los genes relacionado con el ritmo circadiano y la depresion es
inconsistente.

Los hallazgos en esquizofrenia son similares.
Los neuroesterdides afectan mayormente a la memoria y el suefio.

Estudios proponen que los opioides pueden ser efectivos en el tratamiento de la
depresion, pero faltan ensayos exhaustivos que los respalden.

Los sintomas depresivos producidos por las citoquinas son temporales y no todos los
estudios lo replican.
El antagonista de la sustancia P no tiene efectos terapéuticos en la depresién.

La monoterapia con Tirosina es inefectiva.
Muchos pacientes con hipotiroidismo no muestran depresion

Tabla 2. Algunas hipdtesis adicionales de la patofisiologia de la depresion. Modificado de Belmaker y Agram, 2008.
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1.4 Modelos animales en depresion

Uno de los mayores impedimentos en la investigacion de la depresion es la falta
de modelos animales validos (Nestler et al., 2002). Es muy dificil imaginar un modelo
animal que recapitule perfectamente los sintomas de depresion en humanos, ya que
los animales no solo carecen de la conciencia de si mismos, auto reflexion y
consideracién hacia los demas, sino también caracteristicas de la enfermedad como
estado de dnimo deprimido, baja autoestima o tendencias suicidas son dificilmente
accesibles en animales no humanos (Deussing, 2006). Sin embargo, la depresién, como
otras enfermedades mentales, esta constituida por los llamados endofenotipos (Hasler
et al.,, 2004) que pueden ser reproducidos independientemente y evaluados en
animales, incluyendo alteraciones fisioldgicas, endocrinoldgicas y neuroanatomicas asi
como algunos rasgos de comportamiento como por ejemplo la ansiedad o el
comportamiento de desesperanza (Deussing,2006).

Los requerimientos minimos para un modelo vdlido de depresion fueron
propuestos por McKinney y colaboradores hace 40 afios (McKinney y Bunney, 1969).
En primer lugar el modelo debe ser razonablemente analogo al humano en cuanto a
sintomatologia (validez), que cause cambios comportamentales que puedan ser
monitorizados objetivamente, producir cambios comportamentales que sean
revertidos por las mismas modalidades de tratamiento que son efectivas en humanos
y por ultimo que estos modelos deben ser reproducibles entre investigadores.
Originariamente, los modelos animales de depresion han sido disefiados como pruebas
de deteccién para ensayar la eficacia de sustancias antidepresivas. Estos test
descuidaban el aspecto de validez pero tienen una fuerte capacidad de identificacién
de sustancias antidepresivas.

Se han establecido numerosos paradigmas de comportamiento para construir
un modelo de depresién valido, incluyendo pruebas de deteccién de antidepresivos.
Algunas pruebas de comportamiento usadas para ensayar algunos fenotipos de
depresion en roedores son el test de la natacidon forzada (Porsolt et al., 1977; Lucki,
1997), o los test basados en la ansiedad como el test del campo abierto o el laberinto
elevado en cruz (Holmes, 2001; Nestler et al., 2002).

Asi, se han establecido modelos animales de depresidn en varias especies
animales (ej. Hamster, topillos, musaraias, primates), pero las investigaciones
psiquiatricas preclinicas claramente han favorecido a la rata como modelo animal de
eleccién (Deussing,2006).

La prueba de comportamiento mas ampliamente utilizada para el ensayo de
conducta depresiva y antidepresiva es el test de la natacion forzada, también
conocido como test de Porsolt. Este test basado en la conducta de desesperanza fue
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desarrolado por Porsolt y colaboradores en 1977 (Porsolt et al., 1977; Porsolt et al.,
1978) como un modelo en roedores para predecir la eficacia clinica de sustancias
antidepresivas (Bogdanova et al., 2013).

El procedimiento basico del test de la natacidn forzada implica dos sesiones con
los animales puestos en un cilindro que contiene agua a 259C, del cual no se pueden
escapar. La primera sesién es un pre test de 15 minutos que es seguido 24 horas mas
tarde por un test de 5 minutos en la segunda sesion. El pre test es un estresor el cual
induce en el animal un estado de desesperanza (Porsolt et al., 1978) o una estrategia
pasiva de afrontamiento del estrés (West, 1990), dado que el animal realiza mas
inmovilidad conforme va progresando la sesidn. La postura tipica de inmovilidad es
caracterizada por mantenerse el animal flotando en el agua realizando sdélo los
movimientos necesarios para mantener la nariz sobre la superficie del agua. El tiempo
de inmovilidad es la primera medida de este test (Castagne et al., 2009). Se ha
demostrado que un amplio rango de farmacos antidepresivos inyectados entre el pre
test y el test decrece la duracion de inmovilidad en esta prueba (Cryan et al., 2005).

En 1996, Detke y colaboradores afadieron la evaluacion de las conductas
activas durante el test de la natacion forzada, describiendo la conducta de escalada,
como movimientos verticales contra las paredes del tubo; la conducta de natacidn,
como movimientos horizontales a lo largo de la superficie del agua; y la conducta de
buceo. Esta version modificada de evaluar el test facilita la diferenciacién entre los
grandes grupos de antidepresivos en ratas. Los tratamientos antidepresivos cuya diana
era la NA incrementaba la conducta de escalada en el test, mientras que los farmacos
que influenciaban la neurotransmision serotoninergica aumentaba la conducta de
natacion (Detke y Lucki, 1996).

Algunos ejemplos de farmacos antidepresivos probados en el test de la
natacion forzada son el inhibidor de la recaptacion de 5HT (SSRI) Citalopram, que es
uno de los primeros farmacos de esta clase introducidos en el mercado y que es usado
rutinariamente como antidepresivo en clinica (Cipriani et al., 2009, 2012). Otro
farmaco SSRI como es la Fluoxetina administrada de forma crdénica revierte la conducta
depresiva, decreciendo la inmovilidad e incrementando la conducta de escape en rata
en el test de la natacion forzada (Chau et al., 2011), observando efectos similares
inyectando el farmaco directamente en el ndcleo del Rafe (Baudry et al., 2010). El
farmaco Moclobemida, un inhibidor de la MAO-A, administrado de forma aguda
también alivia la conducta depresiva en ratones por la reduccién del tiempo de
inmovilidad en el test de la natacién forzada (Bourin et al., 1998). Ejemplos como estos
apoyan la idea que la prueba de la natacién forzada tiene validez farmacolégica como
modelo de depresidn.

14



Introduccion

Figura 1. Fotografia de una rata durante la realizacién del test de la natacién forzada. El animal, en el

momento de la fotografia, estaba realizando conducta de inmovilidad.

La medida de la conducta de ansiedad en animales es una de las posibles vias
para obtener informacién sobre el estado emocional del individuo. La ansiedad, tanto
en humanos como en animales de laboratorio, no es un fendmeno unitario ya que
incluye la ansiedad innata y la situacion evocada o la experiencia relacionada con la
expresion de la ansiedad, y cada uno es inseparable del otro. Se han desarrollado
varios modelos comportamentales, denominados modelos animales de ansiedad, para
ensayar los parametros comportamentales que indican ansiedad (Charney, 2006).

Griebel en 1993 propuso distinguir los modelos animales de ansiedad en dos
categorias, los basados en respuestas incondicionadas o innatas y los basados en
respuestas condicionadas o aprendidas (Griebel et al., 1993). La primera categoria se
subdivide en cuatro grupos basados en conductas exploratorias, sociales, reacciones
somaticas y otros como el test de enterramiento. Los modelos condicionados o
aprendidos se agrupan en test como el test de Vogel u otros como la evitacion pasiva,
donde participan nucleos como el hipocampo o la corteza prefrontal medial ya que al
animal se le entrena para producir una respuesta determinada (Mikeda et al., 1984;
Charney, 2006).
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Los mas frecuentemente utilizados son los modelos de ansiedad incondicionada,
donde el animal es expuesto a un nuevo ambiente representado por el aparato del
test. Este nuevo ambiente consiste en un compartimento aversivo o no aversivo. El
indicador del nivel de ansiedad es el comportamiento del animal hacia el
compartimiento aversivo. Uno de los test de ansiedad incondicionada mas utilizados
en la actualidad (Karakas et al., 2011) es el test del campo abierto (Hall, 1934; Walsh,
1976), donde el compartimiento aversivo es el centro del aparato ya que las ratas son
“agorafdbicas” en tanto que evitan los espacios abiertos de forma natural, siendo el
area de la prueba muy amplia en relacién al entorno que prefieren estos animales
(Rodgers, 1997; Prut y Belzung, 2003). Por tanto se estudia la reaccion del animal al ser
expuesto a un estimulo estresante, en este caso un espacio extrafio y desprotegido.
Dada su tendencia a huir de espacios abiertos, los animales en la situacién del campo
abierto muestran una preferencia innata por la periferia de la caja (denominada
tigmotaxia e interpretada como un comportamiento de ansiedad) en comparacién con
el area central (Prut y Belzung, 2003).

Otro test de ansiedad incondicionada es el test del laberinto elevado en cruz
(Pellow, 1986) que esta basado en un conflicto entre la tendencia de los animales a
explorar nuevos entornos y las propiedades aversivas hacia los espacios abiertos y
elevados (Pellow, 1986; Seillier et al., 2011). Los roedores, cuando se enfrentan a la
eleccidon entre areas protegidas por paredes y dreas desprotegidas abiertas, prefieren
explorar y permanecer en las areas cerradas. Las medidas espaciotemporales
aceptadas como indices indicadores de ansiedad son el registro de las entradas o el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos.

Estos test han mostrado ser muy utiles en el estudio del comportamiento de
ansiedad incondicionada por su correlato farmacolégico ya que en el caso del campo
abierto, farmacos clinicamente efectivos como es el caso de agonistas
benzodiacepinicos de los receptores GABA tipo A, como el diazepan, o el agonista
parcial de los receptores de serotonina 5HT1A, Buspirona, muestran un aumento
significativo del tiempo y nimero de entradas en la parte central del campo abierto
(Siemiatkowski et al., 2000; Prut y Belzung, 2003). O en el caso del laberinto elevado
en cruz, donde los agonistas del receptor GABA tipo A (Benzodiacepinas) reducen la
evitaciéon de los brazos abiertos (Handley y Mithani, 1984), o farmacos como el
agonista del los receptores 5HT1A, 8-OH-DPAT, también muestra un patrén ansiolitico
en esta prueba (Lee y Rodgers, 1991; Zhang et al., 2010).
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Figura 2. Imagenes donde se puede ver un ejemplo del animal en el aparato de campo abierto (A) y el
laberinto elevado en cruz (B).

2. Circuitos neuronales implicados en la depresion.

Mientras muchas regiones cerebrales han sido implicadas en la regulacion de
las emociones, tenemos un conocimiento muy rudimentario de los circuitos neurales
implicados en el estado de animo normal y las alteraciones del estado del animo que
son el sello de la depresién. El sistema limbico fue identificado y jugo un papel
importante a principio de los afos 30 y en 1937 Papez describid el “sistema de las
emociones”, la mayor ruta del sistema limbico, conectando un grupo de estructuras
cerebrales que rodean el tronco cerebral (Giro cingulado, hipocampo, hipotalamo y
nucleo taldmico anterior). El entendid este circuito como una ruta funcional de
comunicacidn entre las estructuras anteriores que permiten el control cortical de las
emociones, asi como con un papel en el almacenamiento de la memoria (Palazidou,
2012).

En ausencia de tecnologia apropiada, muchos estudios para dilucidar las
conexiones entre las estructuras cerebrales y, comportamiento y experiencias
humanas se limité a observaciones clinicas de los efectos de enfermedades
neuroldgicas localizadas como golpes, tumores etc. La aparicién de las técnicas de
neuroimagen, como la resonancia magnética (MRI), la tomografia por emision de
positrones (PET) o la resonancia magnética funcional (fMRI), establece la importancia
de los neurocircuitos de las emociones (Palazidou, 2012).

Estudios realizados mediante neuroimagen en humanos indican que muchas
regiones cerebrales median los diversos sintomas de la depresidn, ya que existen
cambios en el flujo sanguineo en varias areas cerebrales incluyendo regiones de la
corteza prefrontal y cingulada, hipocampo, estriado, amigdala y talamo entre otras
(Drevet, 2001; Liotti y Mayberg, 2001). De forma similar, estudios anatémicos en
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cerebros de pacientes deprimidos, obtenidos en autopsias, han mostrado anomalias
en muchas de estas regiones (Zhu et al., 1999; Rajkowska, 2000; Maniji et al., 2001;
Drevets, 2001).

El conocimiento de la funcidon de estas dreas cerebrales en condiciones
normales sugiere el aspecto en el que puede contribuir en la depresién. El neocortex y
el hipocampo pueden mediar los aspectos cognitivos de la depresidn, asi como el
deterioro de la memoria y sentimiento de inutilidad, desesperacién, culpa, muerte y
suicidio. El estriado (en particular el nucleo Acumbes (NAc)), la amigdala y dreas
relacionadas, son importantes en la memoria emocional, y podrian mediar la
anheddnia, ansiedad y la poca motivacidon, muy predominante en muchos pacientes.
Los denominados sintomas neurovegetativos como, poco suefio, apetito y energia, asi
como un bajo interés sexual y en otras actividades placenteras pueden estar
relacionadas con el hipotdlamo. Estas regiones cerebrales operan en una serie de
circuitos paralelos que interaccionan entre si y que pueden formular un circuito
implicado en la depresidn (Figura 3) (Nestler et al., 2002).

To PFC

From PFC

Figura 3. Circuitos neurales implicados en la depresidn. La figura muestra de una forma muy simplificada
un resumen de los circuitos cerebrales que pueden contribuir a los sintomas depresivos. Dorsal Rafe
(DR), Locus Coeruleus (LC), Area tegmental ventral (VTA), Nicleo acumbens (NAc), Corteza prefrontal
(PFC). Modificado de Nestler et al., 2002.

18



Introduccion

2.1 Nucleos del Rafe

Los nucleos del Rafe son una coleccion de neuronas con unos limites
citoarquitectdnicos pobremente definidos. Estas se encuentran en la linea media a lo
largo de la extensidn rostrocaudal del tronco cerebral, tanto en animales como en
humanos (Hornung, 2003). En 1964 Dahlstrom y Fuxe, usando la técnica de
histofluorescencia de Falck-Hillarp, observaron que la mayoria de los somas de las
células serotoninérgicas se encontraban en estos grupos de neuronas que forman los
nucleos del Rafe (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Se describieron nueve grupos de células
gue contenian cuerpos celulares de neuronas serotoninérgicas, denominandose como
Bi-By (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Sin embargo, no todos los somas de células
serotoninérgicas se encuentran en los nucleos del Rafe y no todos los cuerpos
celulares del Rafe son Serotoninérgicos (Descarries et al., 1982; Hensler, 2006).

El mayor grupo de células serotoninérgicas es el B; seguido por un grupo mas
pequeio de células serotoninérgicas que es el Be. Los grupos Bg y B7 se consideran un
mismo nucleo llamado Rafe dorsal. Otro grupos prominentes de cuerpos de células
serotoninérgicas son el Bg y Bs, los cuales corresponde con el Rafe mediano. El grupo
By forma una extension lateral de Rafe mediano. Los otros nucleo del Rafe, Bi-Bs, se
encuentran situados mas caudalmente y contienen un reducido nimero de células
serotoninérgicas, las cuales proyectan sus axones hacia el tronco cerebral y la médula
espinal (Hensler, 2006; Lesch y Waider, 2012).

Las proyecciones serotoninérgicas ascendentes que inervan las regiones
anteriores del cerebro, incluyendo las areas limbicas, parten primordialmente del Rafe
dorsal, Rafe mediano y del grupo Bs (Parent et al., 1981; Kohler y Steinbusch, 1982;
Hensler, 2006).
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DR

Frontal cortex Hippocampus (B6, BY) Cerebellum

Olfactory bulb

Striatum

Thalamus (B5, B8)

Figura 4. Esquema del sistema Serotoninérgico en roedores. Los somas de las células serotoninérgicas
se organizan en nueve grupos, B1-B9. Los mads caudales (B1-B3) proyectan hacia la médula, mientras los
mas rostrales representan los principales nucleos del Rafe, el Rafe dorsal (B6,B7, Amarillo) y el Rafe
mediano (B5, B8, Verde) los cuales proyectan hacia las zonas anteriores del cerebro. DR, Rafe dorsal;
MR, Rafe mediano; MFB, Haz medial frontal. Modificado de Lesch y Waider, 2012.

Dentro de los nlcleos del Rafe existen conexiones entre los distintos grupos de
células, como conexiones entre el nucleo del Rafe dorsal con el Rafe mediano (Hensler,
2006) o la existencia de sinapsis serotoninérgicas dendro-dendriticas en el mismo Rafe
dorsal, sugiriendo la interaccion local entre neuronas serotoninérgicas en este nucleo
(Descarries et al., 1982; Hensler, 2006). Estas conexiones entre nucleos del Rafe o
incluso entre las células del mismo nucleo del Rafe dorsal tienen relevancia fisiolégica
y farmacoldgica, ya que la liberacion de 5HT en los alrededores de los somas de las
células serotoninérgicas esta regulada por los autorreceptores somatodendriticos
(Hensler, 2006).
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Nucleo del Rafe Dorsal

El Rafe dorsal es un nucleo bilateral, heterogéneo, localizado en la parte
ventral de la sustancia gris periaqueductal. Se ha estimado que el Rafe dorsal en
humanos contiene aproximadamente unas 235.000 neuronas, de las cuales
aproximadamente el 70% contienen como neurotransmisor mayoritario Serotonina
(Michelsen et al., 2007).

El Rafe dorsal se divide en subregiones basado en criterios citoarquitectdnicos,
llamadas, dorsal (DRD), ventral (DRV), ventrolateral (DRVL), caudal (DRC) e
interfascicular (DRI) (Baker et al., 1990; Michelsen et al., 2007). Ademas, se han
observado cuatro tipos de neuronas en este nucleo, pequefas y redondas, medianas y
fusiformes o bipolares, grandes y fusiformes, y muy grandes y multipolares (Steinbusch,
1984; Lowry et al., 2008), aunque las células medianas se encuentran uniformemente
por todos los nucleos, otros tipos celulares se encuentran preferentemente en
subregiones especificas (Lowry et al., 2008).

Aunque como hemos comentado antes, una gran mayoria de las neuronas del
Rafe dorsal son serotoninérgicas, a mediado de los 70, se descubrieron
neurotransmisores adicionales en este nucleo, como son la Dopamina, el GABA, el
Glutamato y el Oxido Nitrico. Ademas se demostréd la presencia de diversos
neuropéptidos como el Neuropéptido Y (NPY), la Sustancia P, la Encefalina y la
Galanina (Michelsen et al., 2007).

El neuropéptido Galanina esta presente en el nucleo del Rafe dorsal como se ha
comprobado mediante técnicas de hibridacion in situ e inmunohistoquimicas
(Skofitsch y Jacobowitz, 1985; Jacobowitz et al., 2004). Ademas, la Galanina colocaliza
con la Serotonina en este nucleo. De hecho, se ha descrito que una gran proporcién de
las neuronas serotoninérgicas del Rafe dorsal también contienen Galanina (Melander
et al.,, 1986). La Galanina esta también presente en fibras serotoninérgicas en areas
diana del Rafe dorsal como la corteza (Skofitsch y Jacobowitz, 1985) o en el hipocampo,
concentrandose en la capa granular del giro dentado ventral (Melander et al., 1986).

Las fibras que surgen del nucleo del Rafe dorsal son caracteristicamente muy
finas y con pequefias varicosidades, las cuales son granulares o fusiformes. Este tipo de
fibras se las denominan de tipo D. Esto contrasta con las fibras que provienen del Rafe
mediano, las cuales presentan varios grosores y las varicosidades son grandes y
esféricas, denomindndose fibras de tipo M. Estds diferencias en las fibras de las células
serotoninérgicas se muestra mediante la inmunorreactividad a la serotonina, lo que
puede ayudar a conocer el origen de los axones en preparaciones
inmunohistoquimicas (Kosofsky y Molliver, 1987; Michelsen et al., 2007).
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El nucleo del Rafe dorsal presenta proyecciones ascendentes y descendentes,
las cuales, muchas de ellas son compartidas con otros nucleos del Rafe. Las principales
vias descendentes que llegan al Rafe dorsal son, la via bulboespinal, la via cerebelar, la
via propriobulbar y una via que inerva el locus coeruleus, el nucleo dorsal tegmental y
el Rafe pontino (Michelsen et al., 2007).

Dentro de las vias ascendentes, las cuales tienen como diana areas del cerebro
anterior, hay tres principales, la via ascendente dorsal, la via medial y la via ventral
(Michelsen et al., 2007) (Figura 5).

La via ascendente dorsal, parte de la zona medial y caudal del Rafe dorsal e
inerva el estriado y el globo pélido (GP)(Anden et al., 1965; Michelsen et al., 2007).

La via ascendente medial, proyecta primordialmente sobre la sustancia negra
(SN), con proyecciones que parten de la zona mas rostral del Rafe dorsal (Imai et al.,
1986; Michelsen et al., 2007).

A través de la via ascendente ventral , el Rafe dorsal inerva muchas areas. Esta
via también contiene fibras de otros nucleos del Rafe, especialmente del Rafe mediano
(Michelsen et al., 2007). Los principales objetivos de esta via son el hipotalamo, el
talamo, la habenula, el septum, la amigdala (AM), la corteza (CTX) y el bulbo olfatorio
(OB) (Michelsen et al., 2007). También existen proyecciones del Rafe dorsal sobre el
hipocampo (HPC) (Segal y Landis, 1974; Azmitia y Segal, 1978; Mamounas et al., 1991;
Michelsen et al., 2007). Esta proyecciones eferentes parten predominantemente de la
parte mas caudal del Rafe dorsal y consta de neuronas serotoninérgicas y no
serotoninérgicas (Kohler y Steinbusch, 1982; Michelsen et al., 2007).
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Dorsal AP
Medial AP
Ventral AP

Figura 5. Esquema de las vias ascendentes (AP) del Rafe dorsal. Detalles en el texto. Modificado de
Michelsen et al., 2007.

2.2 Hipocampo

El termino hipocampo (derivado del griego caballo de mar) fue acuiado
durante el siglo XVI por el anatomista italiano Arantius (1587), el cual consideraba la
forma tridimensional del hipocampo humano como la reminiscencia de una criatura
marina (Walther, 2002; Amaral y Lavanex, 2007) (Figura 6).

Figura 6. Hipocampo humano diseccionado (lzquierda) y comparado con un ejemplar de caballito de
mar Hippocampus leria (derecha). Modificado de Andersen et al., 2007.
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El hipocampo forma parte de la llamada formacidon hipocampal, estructura
compleja, que en rata presenta forma de C. Esta a su vez, esta formada por cuatro
regiones corticales, donde se incluyen el giro dentado (GD), el hipocampo propiamente
dicho (el cual se subdivide en tres regiones CA1, CA2 y CA3), el complejo subicular (que
a su vez se divide en subiculum (S), presubiculum (PrS) y parasubiculum (Pas) y la
corteza entorrinal (EC) (Amaral y Witter, 1989) (Figura 7).

Figura 7. Formacion hipocampal en una seccién horizontal de cerebro de rata tefiida con tionina. CAly
3: cuerno de Amoén 1y 3; GD: Giro dentado; S: Subiculum; PrS: Presubiculum; PaS: Parasubiculum; EC:
Corteza entorrinal. Modificado de Amaral y Witter, 1989.

Ya Ramon y Cajal en 1893 describié la estratificacion de varios sistemas
aferentes y dibujé una distincion entre células con axén largo y corto en el hipocampo
(Figura 8A). Estas observaciones indicaba que las neuronas hipocampales podrian
influenciar una gran cantidad de células diana y dreas. Tras la definicion de sinapsis en
1897, Ramodn y Cajal se fijé en la implicacidon funcional que podia tener la laminacién, y
llego a sugerir un circuito funcional en el hipocampo, cuyas muchas de sus
caracteristicas han resistido el paso del tiempo (Andersen et al., 2007). Cuarenta afios
después, el discipulo de Ramén y Cajal, Lorente de N6 (1934) construyd sobre el
trabajo de Cajal un extenso anadlisis de los tipos celulares del hipocampo y sus
patrones axonales y dendriticos, describiendo detalladamente redes de neuronas
interconectadas (Figura 8B). Segun esto, dividid el hipocampo en unas regiones bien
definidas que acufi6 como Cuerno de Amon 1, 2 y 3 (CA1, CA2 y CA3) (Amaral y
Lavanex, 2007).
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Las conexiones neuronales descritas en estudios clasicos, pueden resumirse de
la siguiente manera. Las regiones de la formacidon hipocampal se encuentran
vinculadas mediante una Unica y gran conexidon unidireccional principalmente
excitatoria, también denominada “Circuito Trisindptico” (Andersen et al., 1971; Amaral
y Witter, 1989; Amaral y Lavanex, 2007) (Figura 8C). El Giro dentado recibe su mayor
input de la corteza entorrinal, a través de la llamada via perforante. Las células
granulares del Giro dentado proyectan a través de las llamadas fibras musgosas a la
capa CA3 del hipocampo. Las células piramidales de la capa CA3 dirigen sus axones,
conocidos como colaterales de Schaffer al area CA1l. Finalmente las neuronas del CAl
proyectan la informacién a la corteza entorrinal de forma directa o a través del
subiculum (Amaral y Witter, 1989; Amaral y Lavanex, 2007).

Transverse axis

Proximal «¢ » Distal

Mossy fibers coliat

DG CA3 |CA2

Perforant pathway

Figura 8. (A) Dibujo de Santiago Ramén y Cajal sobre el hipocampo del libro Histologie de Systeme
Nerveux 1911 (modificado de Andersen et al., 2007). (B) Diagrama de Rafael Lorente de No, sobre los
tipos celulares y las subdivisiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo (modificado de Andersen et al., 2007).
(C) Proyecciones a lo largo del eje transverso de la formacién hipocampal (Circuito Trisinaptico)
(modificado de Amaral y Lavanex, 2007).

Aunque la formacién hipocampal esta compuesta por distintas regiones, como
hemos explicado anteriormente, en esta tesis nos centraremos en el Giro dentado y en
el Hipocampo propiamente dicho.
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El Giro dentado es una estructura trilaminar con una forma caracteristica en V
o U. Estd compuesto por tres capas, una mas superficial y practicamente libre de
células denominada Capa Molecular. La principal capa celular del giro dentado es la
Capa Granular , se encuentra debajo de la capa molecular y es una capa celular densa
y compacta formada por de cuatro a ocho células de espesor. La capa molecular y
granular presentan una estructura en forma de V o U que rodea a una regién celular
denominada Capa Polimdrfica o Hilus, que representa la tercera capa del Giro dentado
(Amaral y Lavanex, 2007) (Figura 7).

El principal tipo celular del giro dentado es la célula granulada, que forman
mayoritariamente la capa granular. Presenta una forma de arbol cdnico cuyas
dendritas se dirigen hacia la capa superior, la capa molecular (Amaral y Lavanex, 2007).
La capa molecular esta ocupada principalmente por dendritas de las células granulares,
y células polimdrficas asi como axones y terminales axonicos de la corteza entorrinal y
otras dreas, aunque se han encontrado, por lo menos, dos tipos celulares presentes en
esta capa (Amaral y Lavanex, 2007). Por ultimo, en la capa polimdrfica existe una
variedad de tipos de neuronas, pero se sabe poco de muchas de ellas (Amaral, 1978).
El tipo celular mas comun es la célula Musgosa, una célula glutamatérgica que
presenta un soma grande y una forma celular triangular o multipolar, cuyas dendritas
se extienden por largas distancias en la capa polimérfica aunque nunca penetra en la
capa adyacente CA3 (Amaral y Lavanex, 2007).

El Giro dentado recibe su mayor input de la corteza entorrinal a través de la
llamada Via Perforante (Ramdn y Cajal, 1983), pero también recibe aferencias de otras
areas cerebrales como del nucleo Septal (Mosko et al., 1973; Amaral y Lavanex, 2007),
areas hipotaldmicas como el drea supramamilar (Magloczky et al., 1994; Amaral y
Lavanex, 2007) o areas del tronco cerebral como el Locus coeruleus (Loughlin et al.,
1986; Amaral y Lavanex, 2007) y nucleos del Rafe dorsal y medial, que proyectan fibras
serotoninergicas que terminan en la capa polimoérfica del Giro dentado (Conrad et al.,
1974; Moore y Halaris, 1975; K6hler y Steinbusch, 1982; Vertes et al., 1999; Amaral y
Lavanex, 2007), donde preferencialmente inervan neuronas GABAergicas (Amaral y
Lavanex, 2007).

El Giro dentado no presenta eferencias hacia ninguna region del cerebro salvo a
la capa CA3 del hipocampo, mediante las fibras musgosas, que parten exclusivamente
de las células granulares y terminan en la capa piramidal de CA3 (Blackstad et al., 1970;
Claiborne et al., 1986; Amaral y Lavanex, 2007).
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La estructura del hipocampo ya ha sido previamente descrita en esta tesis. El
hipocampo se divide en tres regiones CAl, CA2 y CA3, ademas presenta una
organizacién laminar donde la principal capa celular se denomina Capa piramidal. La
capa piramidal esta herméticamente empaquetada en CAl, mientras que es mas laxa
en CA2 y CA3. La capa superior a la capa piramidal, es una capa relativamente libre de
células denominada Stratum oriens, esta contiene dendritas de las células piramidales
y varios tipos de interneuronas. El Stratum radiatum esta localizado debajo de la capa
piramidal y es donde se localizan las conexiones CA3 con CA1 mediante las conexiones
colaterales o de Schaffer (Amaral y Lavanex, 2007).

El principal tipo neuronal en el hipocampo es la célula piramidal, la cual
constituye la capa piramidal. Estas células presentan un arbol dendritico que se
extiende en el Stratum oriens, y un arbol dendritico basal que se extiende a la fisura
hipocampal (Amaral y Lavanex, 2007). Las células piramidales de las regiones CA2 y
CA3 son mas heterogéneas en cuanto a la longitud de sus dendritas y organizacién
mientras que las células piramidales de CA1 son mas homogéneas y de un tamafio
menor que las de CA3 (Ishizuka et al., 1995; Pyapali et al., 1998). Aunque las neuronas
piramidales son las mas numerosas del hipocampo, también existe un grupo muy
heterogéneo de interneuronas que se encuentran dispersas a lo largo de todas las
capas del hipocampo (Freund y Buzsaki, 1996).

Una de las caracteristicas de la conectividad del hipocampo es que muchos de
los inputs provienen de sus propias fibras, y presentan relativamente pocos inputs
externos (Amaral y Lavanex, 2007). El hipocampo recibe inputs de la corteza entorrinal,
esta presenta proyecciones hacia CA2-CA3 y hacia CAl, aunque estas son distintas de
las anteriores (Amaral y Lavanex, 2007). Al mismo tiempo el hipocampo envia
proyecciones de retorno a la corteza entorrinal, aunque se piensa que sélo parten de
CA1l (Naber et al., 2001). Otros areas en el que se presentan conexiones con el
hipocampo es el neocortex y el complejo amigdalino, desde donde recibe inputs CA3
(Pitkanen et al., 2000; Amaral y Lavanex, 2007). El Septum proporciona el mayor input
subcortical a CA3, al igual que con el Giro dentado. Ademas las células piramidales de
CAl1 proyectan sobre el nucleo septal (Amaral y Lavanex, 2007). Referente a las
conexiones hipotalamicas, CA2 recibe inervacion del area supramamilar, aunque no
hay evidencias que CA2 retorne proyecciones a esta regién (Amaral y Lavanex, 2007).

El hipocampo como el Giro dentado recibe inputs noradrenérgicos vy
serotoninérgicos del tronco cerebral. Fibras y terminales noradrenérgicos llegan del
Locus coeruleus a CA3. Sin embargo, las fibras serotoninergicas se distribuyen de
forma mas difusa y separada por CA3, pudiéndose observar dos tipos de fibras con
caracteristicas distintas (Amaral y Lavanex, 2007).
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Desde el punto de vista neuroquimico, el hipocampo presenta un contenido en
neurotransmisores amplio, donde se incluyen, noradrenalina, serotonina, acetilcolina,
GABA, y Glutamato entre otros (Swanson et al., 1987). Al mismo tiempo, se muestran
una gran variedad de neuropéptidos y otros marcadores quimicos para caracterizar las
subpoblaciones GABAergica de interneuronas. Dentro de los péptidos que colocalizan
con GABA en las interneuronas estan VIP, somatostatina, neuropéptido Y, CRF, y la
Galanina entre otros (Amaral y Lavanex, 2007).

3. Neurotransmisores y Neuropéptidos implicados en la depresidn.

Existe una gran variedad de sistemas de neurotransmision implicados en la
depresion, algunos, de los que ya hemos hablado en esta tesis, son el sistema
Serotoninérgico, Noradrenérgica y Dopaminérgico. Otros neurotransmisores que han
demostrado tener alguna implicacion en la patofisiologia de la depresion son, el
Glutamato, el GABA y la Acetilcolina, asi como diversos neuropeptidos como el CRF, la
Arginina Vasopresina, la sustancia P, el Neuropéptido Y, la Neurotensina y la Galanina,
entre otros (Lanni et al., 2009).

El Glutamato es el mayor neurotransmisor excitador en el cerebro. En el
cerebro humano, las neuronas glutamatérgica proyectan hacia y desde la corteza a
regiones subcorticales como el Locus coeruleus, el nucleo del Rafe y la sustancia negra,
areas donde se modulan las vias monoaminérgicas (Lanni et al., 2009). Se conoce que
el funcionamiento andmalo del sistema glutamatérgico estd implicado en la
patofisiologia de varias enfermedades incluyendo ansiedad y trastornos del estado del
animo como la depresién (Sanacora et al., 2008; Lanni et al., 2009), donde se han
observado anomalias de este sistema en plasma, suero, liquido cefalorraquideo y
tejido cerebral de sujetos afectados por trastornos del estado del dnimo (Kim et al.,
1982; Mitani et al., 2006; Levine et al., 2000; Francis et al., 1989; Lanni et al., 2009). De
hecho, antagonistas del receptor glutamatérgico NMDA como la ketamina (Zarate et
al., 2006) o la memantina (Ferguson y Shingleton, 2007) han demostrado ser efectivos
en pacientes con depresion.

Otro neurotransmisor implicado en la depresién es el Acido Gamma-
aminobutirico (GABA), este neurotransmisor ampliamente distribuido por el cerebro,
estd presente en interneuronas que modulan los circuitos neuronales noradrenérgicos,
serotoninérgicos y dopaminérgicos (Petty, 1995). Existen evidencias que indican que el
GABA actia como modulador de la funciéon neuronal y procesos conductuales
relacionados con el suefio, conducta sexual, dolor, actividad locomotora y estado de
animo (Paredes et al., 1992; Sanacora et al., 2000; Krystal et al., 2002; Lanni et al.,
2009), este ultimo basado en la reduccion de GABA en el liquido cefalorraquideo y en
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el plasma de pacientes deprimidos (Petty et al., 1992; Roy et al., 1991; Lanni et al.,
2009).

El sistema colinérgico en el cerebro también aparece asociado a varias
conductas alteradas, como psicosis, cambios de personalidad y depresion (Lanni et al.,
2009). La Acetilcolina juega un papel relevante en la regulacion neuroendocrina
emocional y fisiolégica ante el estrés, facilitando la liberacidn de corticosterona, ACTH
y CRF (Lanni et al., 2009), sugiriendo una interaccién entre los sistemas colinérgicos y
monoaminérgicos en la regulacion del estado de dnimo, ya que muchos pacientes
deprimidos presentan una alteracion en su sistema neuroendocrino probablemente
como resultado de una prolongada respuesta al estrés (Mitchel, 1998; Nemeroff,
1998). Por tanto la depresidon podria ser una manifestacion de la predominancia del
sistema colinérgico (Janowsky et al., 1972; Lanni et al., 2009).

Ademads de los neurotransmisores mencionados anteriormente, también se ha
visto que algunos neuropéptidos median respuestas al estrés o estan implicados en la
depresion (Lanni et al., 2009) siendo estos sistemas peptidégicos una diana terapéutica
atractiva para la depresion y ansiedad (Griebel,1999; Lanni et al., 2009).

Uno de los péptidos implicados en la depresion es el factor liberador de
corticotropina CRF, el cual inicia la respuesta al estrés a través del eje Hipotalamo-
hipofisario-adrenal (HHA). Este neuropéptido ha sido frecuentemente objeto de
estudio en la patofisiologia y tratamiento de la depresion y la ansiedad, debido a las
evidencias que relacionan el estrés con un incremento en la vulnerabilidad de sufrir
depresion (Brown et al.,, 1987; Hammen et al., 1992; Lanni et al., 2009). Uno de los
mecanismos moleculares asociados con la depresion es una actividad andmala del eje
HHA impulsado por neuronas que contiene CRF, las cuales comienzan a coexpresar
vasopresina cuando son activadas cronicamente, lo que aumenta la accién del CRF
(Pariante, 2003; Lanni et al., 2009). En pacientes con depresion se ha observado que el
cortisol se encuentra incrementado durante la manana y la tarde, mientras que
individuos sanos presentan un pico en la concentracion de cortisol en plasma durante
la mafana. Esta anomalia en los niveles de cortisol se debe a un defecto en la
regulacién de la liberacién del CRF (Lanni et al., 2009).

La arginina vasopresina (AVP) actua sinérgicamente con CRF, como hemos
comentado anteriormente, en la secrecion de ACTH en condiciones fisioldgicas de
estrés (Aguilera y Rabadan-Diehl, 2000). El sistema vasopresinergico consiste en
células que contiene AVP en regiones hipotaldmicas como los nucleos paraventricular
y supradptico asi como neuronas extrahipotaldmicas en sistema limbico y amigdala, y
puede estar implicado en la etiopatogenesis de la depresién, como demuestran
estudios postmortem en pacientes con depresion (Merali et al., 2006). Estudios en
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roedores muestran que neuronas del nucleo paraventricular son capaces de
coexpresar CRF y AVP, y el estrés tiende a incrementar la produccién de AVP (Spinedi
et al., 1997).

Otro neuropéptido implicado en la depresién es la Sustancia P (SP). Este
péptido pertenece a la familia de las Taquikininas, y las neuronas que contienen SP se
encuentran ampliamente distribuidas por el sistema nervioso central. Se ha sugerido,
que la SP esta implicada en la etiopatologia de enfermedades mentales, incluyendo los
trastornos afectivos, basandose en datos de estudios en animales y humanos (Herpfer
y Lieb, 2003; Stout et al., 2001; Herpfer et al., 2007), donde existen evidencias de un
incremento de SP en plasma y liquido cefalorraquideo en pacientes con depresién
(Bondy et al., 2003; Rimon et al., 1984). Ademas, se ha visto que el receptor NK1 se
expresa en regiones cerebrales implicadas en estrés, miedo y respuesta afectiva, como
hipotdlamo y corteza prefrontal, ademas de colocalizar con neurotransmisores como la
SHT, NA y DA (Herpfer y Lieb, 2005; Sergeyev et al., 1999). Se ha hipotetizado con que
el bloqueo del receptor NK1 pudiera tener efectos ansioliticos y antidepresivos, de
hecho se han desarrollado antagonistas de estos receptores que han demostrado su
utilidad en pacientes con depresion mayor y alta ansiedad (Kramer et al., 1998), sin
embargo dejan de ejercer efectos antidepresivos en ensayos clinicos en fase Ill (Keller
et al., 2006). Otro miembro de la familia de las Taquikininas, la neurokinina A, la cual
actua a través del receptor NK2 se esta investigando por su potencial papel en la
depresidn y la ansiedad (Steinberg et al., 2001; Louis et al., 2008).

El neuropéptido Y (NPY) entre otras cosas modula la actividad neuronal y la
funcidn del eje HHA y esta implicado en procesos cognitivos y de memoria, los cuales
estan desregulados en algunos trastornos psiquidtricos (Jimenez-Vazquez et al., 2000;
Eaton et al., 2007; Lanni et al., 2009; Narvaez et al., 2014). Algunos estudios muestran
qgue el NPY se encuentra reducido en el liquido cefalorraquideo de pacientes con
depresion (Eaton et al., 2007) o que el tratamiento con antidepresivos incrementa el
NPY en el hipocampo de rata y en el liquido cefalorraquideo en humanos (Mathé et al.,
2007). Ademas, cuando se inyecta NPY en rata, se observa un efecto antidepresivo,
gue a su vez es antagonizado por bloqueadores del receptor NPY-Y1 (Mathé et al.,
2007).

Otro péptido el cual se piensa que tiene un papel en la depresion es la
Neurotensina (NT). Este esta implicado en la locomocidn, recompensa, estrés y en la
patofisiologia de la esquizofrenia y la depresidon (Geisler et al., 2006). Los efectos
locomotores y de recompensa dependen de la estimulacién del receptor NT-1 y el
sistema dopaminérgico (Nemeroff, 1980). Aunque el papel de la NT en psicosis esta
bien documentada el posible papel de esta en la depresién no estd muy dilucidado
(Cervo et al., 1992; Lanni et al., 2009).
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En esta tesis nos hemos centrado en el estudio del sistema serotoninérgico,
particularmente en el receptor de serotonina 5HT1A, asi como en el neuropéptido
Galanina, principalmente en su fragmento N-terminal 1-15, debido a las multiples
evidencias de implicacion de la Galanina y del receptor 5HT1A en la depresion asi
como de interrelacion entre ambos, por lo que describiremos en detalle este
neurotransmisor y su receptor 5HT1A asi como el neuropéptido GAL.

3.1 Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5HT, Serotonina) es una amina biégena que fue aislada
e identificada en el plasma en 1948 (Rapport et al., 1948). Se localiza y sintetiza en las
células enterocromafines del tracto gastrointestinal y en las neuronas serotoninergicas
del Sistema Nervioso Central (SNC) (Florez y Pazos, 1997).

La sintesis se produce a partir del aminoacido L-triptéfano que proviene de la
dieta y es captado por la célula. El L-triptéfano una vez en la célula, se transforma
mediante la enzima Triptéfano-hidroxilasa, en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), este paso
es limitante en la sintesis de serotonina. Posteriormente el 5-HTP, mediante la enzima
L-aminodcido-descarboxilasa lo convierte en 5-hidroxitriptamina (5HT) (Figura 9). Una
vez sintetizada la 5HT, se almacena en estructuras vesiculares que las protegen de
enzimas intracelulares como la monoamina oxidasa (MAO) (Florez y Pazos, 1997).

En las células serotoninergicas del SNC, la 5HT se libera al terminal sinaptico,
donde, parte actua sobre los receptores, parte difunde al espacio extracelular y parte
es recaptada por la propia terminacion nerviosa (Florez y Pazos, 1997). Esta
recaptacion puede ser inhibida por diversos farmacos como hemos visto en apartados
anteriores (ej. SSRIs ).
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La 5HT se metaboliza principalmente por la MAO, sobre todo del subtipo A,
para convertirse en acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) que difunde al espacio
extracelular y al liquido cefalorraquideo (Florez y Pazos, 1997).
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Figura 9. Sintesis de 5-Hidroxitriptamina a partir del aminodcido L-triptéfano. Modificado de Goridis y
Rohrer, 2002.

El sistema serotoninérgico dentro del SNC esta constituido por los somas de las
neuronas serotoninérgicas que se encuentran en los nucleos del Rafe y por sus
proyecciones que llegan a multitud de areas cerebrales, entre ellas las relacionadas
con la depresién, como se ha explicado en apartados anteriores de esta tesis.

La serotonina, como hemos comentado en apartados anteriores, esta implicada
en multitud de procesos en el SNC, como en la regulacién del estado de animo,
percepcidon, recompensa, agresidon, apetito, memoria y sexualidad entre otras cosas
(Berger et al., 2009). Pero la serotonina, que esta presente a nivel periférico, también
estd relacionada en multitud de procesos fuera del SNC. Asi se ha visto que la
serotonina esta implicada, entre otras cosas, en el control vascular, incluyendo
vasoconstriccidn, presidn sanguinea y funcion plaquetaria, también regula diferentes
aspectos de la funcién cardiaca. Referente al sistema endocrino la serotonina esta
relacionada con el metabolismo y el balance de energia asi como en el desarrollo de
6rganos endocrinos como las gldndulas mamarias. Ademads, esta implicada en la
percepcion del dolor y tiene un papel importante en el sistema gastrointestinal ya que
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el 95% de la serotonina que se produce a nivel sistémico es liberada por las células
enterocromafines del intestino (Berger et al., 2009).

La serotonina produce sus efectos a través una variedad de receptores de
membrana que se encuentran, al igual que el propio neurotransmisor, tanto en el
sistema nervioso central y periférico (Hoyer et al., 2002).

La clasificacion de los receptores de S5HT empezd a mediado de los afios 50 cuando
se demostréo que la respuesta funcional del ileon de cobaya era parcialmente
blogueada por morfina mientras que el resto de la respuesta era bloqueada por
dibenzilina, esto hizo proponer una subdivisidn de los receptores denominados D y M
(Hoyer et al., 2002). Posteriormente y tras el uso de técnicas mas modernas como
técnicas de radioligado y técnicas moleculares se fueron proponiendo varias
clasificaciones de receptores de 5HT, que finalmente concluyd con la clasificacién
realizada por un comité de la Unidn Internacional de Farmacologia (NC-IUPHAR) donde
se establecian siete familias de receptores de 5HT (5HT1-5HT7), algunos de los cuales
tienen varios subtipos. Seis de esos grupos de receptores de 5HT son receptores
acoplados a proteina G, mientras que el receptor 5HT3 se encuentra asociado a un
canal idnico (Hoyer et al., 1994; Hoyer et al., 2002; Berumen 2012).

Los receptores 5HT1, estan compuestos a su vez por cinco subtipos de
receptores (5HT1A, 5HT1B, 5HT1D, 5HT1E y 5HT1F), los cuales se acoplan
preferentemente a proteinas Gj,, produciendo una disminucion en la formacién de
AMPc. Los receptores SHT1E y 5HT1F, son receptores de los cuales aun no se conoce
bien su papel fisioldgico. Por el contrario los receptores SHT1A, 5HT1B y 5HT1D se han
demostrado funcionalmente en varios tipos tisulares de varias especies (Hoyer et al.,
2002). El papel del receptor 5HT1A se desarrollard en apartados posteriores, ya que es
uno de los receptores objeto de estudio de esta tesis.

Los receptores 5HT2, lo componen los subtipos 5HT2A, 5HT2B y 5HT2C, que
preferentemente actuan sobre proteinas Gq/11 para incrementar la hidrolisis de Inositol
Fosfato y elevar la concentracidn citosolica de Ca’".Estos subtipos de receptores de
encuentran tanto a nivel central como periférico y estan implicados en diversas
funciones fisioldgicas (Hoyer et al., 2002).

La clase de receptores 5HT3 ha sido asignado a la superfamilia de receptores
ionotrdpicos regulados por ligando, basandose en sus caracteristicas electrofisioldgicas
y de secuencia. Estos receptores se encuentran en neuronas, tanto centrales como
periféricas, donde desencadenan una despolarizacién rapida debida a entrada de Na* y
Ca”* seguido de una posterior salida de K* (Hoyer et al., 2002). Es la Gnica clase de la
familia de receptores de 5HT que no ejerce su accidn a través del acoplamiento a
proteina G.
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Por ultimo los receptores 5HT4, 5HT6 y 5HT7 se pueden agrupar debido a que
todos se acoplan preferentemente a proteinas G; que promueve la formaciéon de AMPc,
aunque su similitud de secuencia es muy bajo (<35%) (Hoyer et al., 2002).
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Figura 10. Representacion grafica de la clasificacion de receptores de 5HT. Los receptores representados
en minuscula y en cajas sombreadas indican que hay un bajo conocimiento de su funcidn fisiolégica.-VE:
estimulo negativo;+VE: estimulo positivo. Modificado de Hoyer et al., 2002.

La funcion de los receptores de 5HT puede ser modulada, afiadiendo otro nivel
de complejidad, mediante la formacion de complejos homo-heterodimericos de
receptores (Hoyer et al.,, 2002; Herrick-Davis, 2013). Se ha constatado que algunos
receptores de 5HT forman complejos con otros receptores de S5HT o receptores de
otros neurotransmisores o neuropeptidos, como por ejemplo los heterodimeros
formados por los receptores 5HT1B-5HT1D (Hoyer el al., 2002), o los formados por el
receptor 5HT1A con el receptor FGFR1 (Borroto-Escuela et al., 2012), con el u opioide
(Cussac et al., 2012), con el A2a de adenosina (Lukasiewicz et al., 2007) o con los
receptores de Galanina (Borroto-Escuela et al., 2010; Fuxe et al., 2012).
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3.1.1 Receptor 5HT1A

El receptor 5HT1A es uno de los receptores mejor caracterizados dentro de la
familia de receptores de 5HT, debido al gran nimero de funciones bioldgicas en que se
encuentra implicado, asi como la implicacion que ha demostrado tener en distintas
patologias psiquiatricas como la depresidn.

Después de la identificacion de los sitios de union del receptor 5HT1A mediante
técnicas de unién con radioligando (Pedigo et al., 1981; Middlemiss y Fozard, 1983;
Barnes y Sharp, 1999) el conocimiento sobre la farmacologia y funcién del receptor
progresé rdpidamente. Esto fue posible gracias a la temprana identificacién de un
agonista selectivo de los receptores 5HT1A, el (+)-8-hidroxi-2-(di-N-propilamino)
tetralin (8-OH-DPAT) (Barnes y Sharp, 1999) y la sintesis de [°H]-8-OH-DPAT, mediante
los cuales se pudo proporcionar un primer perfil farmacolégico del receptor SHT1A
(Gozlan et al.,, 1983; Barnes y Sharp, 1999). Estos primeros avances junto con el
descubrimiento que la Buspirona y una serie de ligandos estructurales del 5HT1A
presentaban caracteristicas ansioliticas y antidepresivas en la clinica (Robinson et al.,
1990;Barnes y Sharp, 1999), explican, por que el 5HT1A es uno de los receptores de
5HT mejor conocidos.

Desde el punto de vista de la estructura, el 5HT1A fue uno de los primeros
Receptores Acoplado a Proteina G (GPCRs) para el cual el cDNA y el gen fueron
clonados (Kobilka et al., 1987; Raymond et al., 2001). El gen no presenta intrones y
codifica para una proteina de 422 aminodcidos. Las secuencias del receptor 5SHT1A en
humano y en rata presenta una homologia alta (88%), mientras que estas secuencias
comparten baja homologia con otros receptores de 5HT, como el 5HT2A (19%), S5HT2C
(18%) y el 5HT1D (43%) (Kobilka et al., 1987; Fujiwara et al., 1990; Raymond et al.,
2001).

El 5HT1A presenta una estructura tipica de GPCR, con siete dominios
transmenbrana, y se encuentra orientada en la membrana plasmatica con el extremo
N-terminal hacia el espacio extracelular y con el extremo C-terminal hacia el interior de
la célula, atravesando la membrana plasmatica siete veces. Los dominios estructurales
implicados en el acoplamiento del receptor a las proteinas G y en la desensibilizacién
del mismo, por distintas proteinas quinasa, se encuentran localizados en las regiones
intracelulares del receptor S5SHT1A. En este sentido el segundo bucle intracelular y
ciertas regiones del tercero presentan lugares claves para el acoplamiento del receptor
a la proteina G y sitios de fosforilacion por Proteinas Quinasa C (PKC) que conducirdn a
la desensibilizacion del receptor (Lembo y Albert, 1995; Lanfumey y Hamon, 2000).
Ademads, presenta ciertos sitios de glicosilacién localizados en el extremo N-terminal
(Figura 11) (Lanfumey y Hamon, 2000).
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Figura 11. Organizacion molecular del receptor SHT1A. Modificado de Lanfumey y Hamon, 2000.

El receptor 5HT1A ejerce su accidn activando a varios mecanismos de
sefializacion intracelular, de los cuales dos han recibido mas atencidn, la inhibicion de
la actividad adenilato ciclasa, reduciendo la formacién de AMPc y la apertura de
canales de K*, por el cual se produce una hiperpolarizacién celular (Barnes y Sharp,
1999; Raymond et al., 2001; Artigas, 2013), aunque ambos efectos estan producidos
por un acoplamiento del receptor a una proteina Gj, (Lanfumey y Hamon, 2000).
Aunque la inhibicidn de la actividad adenilato ciclasa es la via de sefializacion mas
comun, en las células que presentan 5HT1A del nucleo del Rafe, la inhibicidn de la
adenilato ciclasa no parece ser la via de sefalizacidn mas importante en esa regién
actuando el receptor mediante la apertura de canales de K* (Clarke et al., 1996; Barnes
y Sharp, 1999). Ademads diversos trabajos también han demostrado el acoplamiento
del receptor 5HTI1A a la estimulacidn de la actividad adenilato ciclasa en células del
hipocampo (Shenker et al., 1983; Barnes y Sharp, 1999), sin embargo, es posible que
ese efecto haya sido atribuido por error al 5HT1A, debido a su semejanza con otros
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receptores, particularmente con el 5HT7 o debido al efecto de combinacién de
receptores (Barnes y Sharp, 1999).

La distribucion del receptor 5HT1A en el SNC se ha estudiado utilizando
distintos métodos, en primer lugar se establecié un mapeo del 5HT1A en cerebro de
rata utilizando la técnica de autorradiografia, gracias a la pronta aparicion del
radioligando [*H]-8-OH-DPAT (Gozlan et al., 1983; Hall et al., 1985), especifico para los
receptores SHT1A. Posteriormente otros radioligandos fueron sintetizados, entre ellos
el [*H]- WAY 100635 (Gozlan et al., 1995), un antagonista especifico del receptor y con
el cual también se estudio la localizacion del 5HT1A en el cerebro. Estos estudios
mostraron que el 5HT1A presentaba sitios de union en el cerebro de rata,
especialmente abundante en hipocampo, sobre todo en CAl y Giro dentado, en el
septum lateral, corteza entorrinal y prefrontal, y en el Rafe dorsal (Figura 12A) (Barnes
y Sharp, 1999; Lanfumey y Hamon, 2000).

También se corrobord la localizacion del 5HT1A en el cerebro mediante
estudios de distribucién de mRNA por técnicas de hibridacién in situ. En estos estudios
se utilizaron sondas marcadas con *°P correspondientes a porciones altamente
selectivas en el tercer lazo intracelular y el extremo N-terminal del receptor 5SHT1A
(Lanfumey y Hamon, 1999), mostrando la localizacién del mRNA del receptor en la
mismas zonas, previamente descritas, donde se localizaban los receptores (Figura 12B).
Este dato sugiere que el 5HT1A no es transportado a largas distancias de su lugar de
sintesis (Barnes y Sharp, 1999; Lanfumey y Hamon, 2000).

Ademas, debido a la generacién de anticuerpos especificos contra los receptor
5HT1A, se pudo estudiar la localizacion subcelular del receptor. Estos anticuerpos
fueron usados para un mapeo, mediante inmunohistoquimica, del 5HT1A en el cerebro
de rata (El Mestikawy et al., 1990), encontrandose alta densidad de inmunotincién en
areas limbicas, sobre todo en hipocampo (CA1 y Giro dentado), septum lateral, corteza
entorrinal y prefrontal, ademads del Rafe dorsal, coincidiendo con los datos obtenidos
mediante autorradiografia (Figura 12C) (Kia et al., 1996a;Lanfumey y Hamon, 2000).
Ademas, inmunohistoquimicas dobles, contra el receptor 5HT1A y contra 5H muestran
gue todas las células que presentan el receptor 5HT1A en el nicleo del Rafe dorsal son
células serotoninérgicas (Sotelo et al., 1990). Posteriormente se estudio la distribucién
celular y subcelular del 5HT1A en el Rafe dorsal y en el hipocampo, donde en el Rafe
dorsal el receptor 5HT1A se encontraba exclusivamente en el soma neuronal y en
dendritas, especialmente en porciones extrasinapticas de la membrana plasmatica y
en el hipocampo se mostraba en somas y dendritas de células piramidales y granulares
(Kia et al., 1996b; Kia et al., 1996a; Riad et al., 2000; Lanfumey y Hamon, 2000).
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Figura 12. Distribucion del receptor 5SHT1A mediante autorradiografia (A), hibridacidén in situ (B) e
inmunohistoquimica (C). Modificado de Lanfumey y Hamon, 2000.

Los receptores 5HT1A se encuentran en dos poblaciones principales, una en
neuronas serotoninérgicas en el nucleo del Rafe donde actia como autorreceptor
somatodendritico (presinaptico) y otra en dreas donde llegan las proyecciones
serotoninérgicas, principalmente en el hipocampo y otras dreas corticolimbicas, donde
actlan como receptores postsinapticos (Lanfumey y Hamon, 2000; Artigas, 2013).
Aunque los receptores 5HT1A actuan produciendo una hiperpolarizacién celular
mediante la apertura de canales de K, la 5HT y los agonistas 5HT1A tienen un efecto
dual en Ila neurotransmisién serotoninergica, ya que al actuar sobre los
autorreceptores somatodendriticos, en el nicleo del Rafe, inhiben la actividad
eléctrica de las neuronas serotoninérgicas y por tanto se reduce la liberacién de 5HT.
Por el contrario, cuando se activan directamente los receptores SHT1A postsinapticos
en el hipocampo, los agonistas imitan el efecto de la 5HT liberada, facilitando le
neurotransmisién serotoninérgica (Lanfumey y Hamon, 2000).
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Desde el punto de vista farmacolégico, varios agonistas muestran selectividad
por el receptor S5HT1A, pero particularmente el 8-OH-DPAT, el cual actia como
agonista total en muchos sistemas, mientras que los ansioliticos, buspirona y gepirona,
y otros ligandos como el MDL 72832, entre otros, actian como agonistas parciales del
receptor (Hoyer et al., 2002). La sintesis de un antagonista selectivo para el receptor
5HT1A ha demostrado ser mas dificil. Uno de los antagonistas que presentan una alta
afinidad por el receptor 5HT1A es el WAY 100635 (Forster et al., 1995; Fletch et al.,
1996).

La funcion de los receptores 5HT1A es bien conocida ya que estos juegan una
importante funcidén en la regulacion del sistema serotoninérgico y por tanto tienen un
papel importante en la depresion (Artigas, 2013). Como hemos explicado antes, la
activacion de los receptores 5HT1A produce una apertura de canales de K en la
membrana plasmatica y por tanto una hiperpolarizacién en la célula, la cual produce
una disminucidn de la tasa de descargas de la célula (Artigas, 2013). Esta disminucién
en la tasa de descargas producidas por la estimulacion del 5HT1A se traduce
rapidamente en una amplia reduccién de liberacion de 5HT en muchas regiones del
cerebro, con un efecto principal en las areas de inervacion del Rafe dorsal (Hjorth y
Sharp, 1991; Adell et al., 1993; Casanovas y Artigas, 1996; Artigas, 2013).

La Activacién de los autorreceptores S5HT1A por la 5HT enddgena juega un
papel fundamental en el control fisiolégico de la actividad de las células
serotoninérgicas ascendentes. Las neuronas serotoninérgicas muestran una tasa de
descargas lenta y regular (Jacobs y Azmitia, 1992), bajo condiciones de excesivos
inputs excitatorios, como los que se producen en condiciones de estrés, se produce un
aumento de liberacién de 5HT en los alrededores de los cuerpos celulares, que
producen una activacion de la respuesta inhibitoria producida por los aurorreceptores
5HT1A, ayudando a mantener las descargas neuronales bajas y regulares , asi los
autorreceptores 5HT1A ayudan a mantener la homeostasis del sistema (Adell et al.,
1997; Celada et al.,, 2001; Artigas, 2013). Este mecanismo de retroalimentacion
negativa va en detrimento del mecanismo de accidn de algunos antidepresivos, ya que
estos producen un aumento de 5HT en el Rafe (Artigas, 2013), el cual activa a los
5HT1A somatodendriticos y reduce las descargas de las células serotoninérgicas y la
liberacion de 5HT (Blier y Montigny, 1994; Artigas et al., 1996; Romero et al., 1996;
Artigas, 2013). Este efecto negativo en el mecanismo de los antidepresivos es
superado con el tratamiento prolongado de estos ya que se produce una
desensibilizacion de los 5HT1A en el Rafe (Blier y Montigny, 1994; Hervas et al., 2001;
Artigas, 2013), el cual permite el aumento extracelular de 5HT. Este mecanismo de
retroalimentacidon negativa probablemente puede explicar la accidén clinica lenta y
retardada de los antidepresivos (Artigas at al., 1996; Artigas, 2013).
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En pacientes con depresién mayor se ha comprobado la importancia de estos
receptores 5-HT1A presindpticos en su patologia, asi en estudios postmortem se
observé un aumento en la densidad de los receptores presindpticos 5-HT1A en los
sujetos depresivos (Boldrini et al, 2008). Del mismo modo, se ha comprobado en
estudios genéticos que individuos con alta densidad o elevada actividad de los
receptores presindpticos 5-HT1A, incluyendo aquellos con un polimorfismo funcional
en el promotor de la region del gen Htrla, son mas susceptible a la depresién y al
suicidio y responden mal a los antidepresivos (Lemonde et al, 2003; Neff et al, 2009).
Los modelos animales también confirman la participacion de los receptores 5-HT1A
presindpticos en la depresidn, ratones transgénicos con una reduccién moderada en
estos receptores tenian comportamientos antidepresivos (Richardson-Jones et al.,
2010) y la supresién aguda, mediante siRNAs, de los receptores 5-HT1A presinapticos
produce también efectos antidepresivos (Ferrés-Coy et al., 2013).

En cambio, como ya hemos mencionado, los receptores 5-HT1A también
existen a nivel postsindptico en dreas corticolimbicas y al contrario que los
presindpticos parecen ser beneficiosos para el tratamiento de la depresién. El
tratamiento crénico con SSRIs activa de forma tdénica a los receptores 5-HT1A en el
hipocampo (Haddjeri et al., 1998) y se ha demostrado en estudios genéticos que los
receptores postsindpticos 5-HT1A son suficientes para los efectos antidepresivos de los
SSRIs en roedores (Richardson-Jones et al., 2011).

Existe una gran cantidad de evidencias del efecto antidepresivo que producen
los agonistas del SHT1A en diferentes test de comportamiento animal (Blier y Ward,
2003; Carr y Lucki, 2011). Asi, el agonista especifico de los receptores 5HT1A, 8-OH-
DPAT, produce una disminucidn de la inmovilidad en el FST, indicativo de la conducta
de desesperanza (Cervo y Samanin, 1987; Lucki et al., 1994; Cryan et al., 2005; Carr y
Lucki, 2011), ademas de un incremento de la conducta activa de natacién (Estrada-
Camarena et al.,, 2006), caracteristica que indicaria una afectacién del sistema de
neurotransmision de 5HT (Detke et al., 1995; Lucki et al., 1997; Estrada-Camarena et
al., 2006). Ademas, los efectos producidos por el 8-OH-DPAT en el FST son bloqueados
mediante antagonistas del receptor 5SHT1A (Cryan et al., 2005; Estrada-Camarena et al.,
2006).
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Se ha visto que la administracién crdnica de SSRIs y otros antidepresivos
modifican la respuesta del receptor 5HT1A postsinaptico y presinaptico. Estudios
electrofisiolégicos han mostrado que la administracion crénica de antidepresivos
facilitan la transmisién a través del 5SHT1A en regiones limbicas como el hipocampo
(Burnet et al., 1995; Chaput et al., 1991; Haddjeri et al., 1998; Shen et al., 2002; Carry
Lucki, 2011), enfatizando asi en la importancia que tiene el receptor 5HT1A
postsinaptico en el efecto antidepresivo (Cryan et al., 2005; Carr y Lucki, 2011). Esta
idea es también reforzada por el hecho que la desensibilizacién de los receptores
5HT1A presinapticos, producida tras la administracion de varias semanas con
antidepresivos, es el factor clave que permite aumentar la transmisiéon en areas
limbicas a través del 5SHT1A postsinaptico y producir una atenuacién de los sintomas
de la depresion (Carr y Lucki, 2011).

3.2 Galanina

El neuropéptido Galanina (GAL) es un péptido de 29 aminoacidos, 30 en
humanos, que fue aislada de intestino de cerdo en 1983 (Tatemoto et al., 1983). La
GAL es procesada proteoliticamente de un pro-péptido precursor de 123 aminodcidos
en humanos y 124 en murinos junto con un péptido de 59-60 aminoacidos llamado
Péptido Mensajero Asociado a GAL (GMAP), el cual ha sido implicado unicamente en la
nocicepcién en la columna vertebral (Lang et al., 2007). El péptido precursor de la GAL
esta codificado por un gen organizado por 6 pequefios exones abarcando sobre 6 Kb
de DNA gendmico (Figura 13 A) (Kofler et al., 1996). La GAL presenta un fragmento N-
terminal de 15 aminoacidos comun en todos los mamiferos, mientras que el resto de la
molécula contiene secuencias de aminoacidos diferentes segun las especies (Tatemoto
et al., 1983; Lang et al., 2007).

Los otros miembro de la familia de péptidos de la GAL son, el Galanin-like
peptide (GALP), péptido de 60 aminoacidos originalmente descubierto como ligando
endogeno de receptores de GAL presentes en hipotdlamo y tracto gastrointestinal de
cerdo, aunque ha sido identificado en otras especies incluyendo rata y humanos. El
gen del GALP presenta una estructura muy similar al de la GAL, con seis exones y los
residuos 9-21 del GALP son homdlogos a los residuos 1-13 de la GAL (Figura 13 B) (Lang
et al., 2007). La Alarina, péptido de 25 aminoacidos originado del corte y empalme
(splicing) del mRNA del GALP es otro de los miembros de la familia de péptidos de la
GAL (Figura 13 B) (Lang et al., 2007).
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Figura 13. Organizacién del gen de la GAL (A) y del gen del GALP y Alarina (B). Modificado de Lang et al.,
2007.

La Galanina esta ampliamente distribuida por el SNC (Lang et al., 2007).
Mediante técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacidn in situ se ha visto que la GAL
estd presente, entre otros nucleos, en zonas implicadas en la depresién, como los
nucleos del Rafe, hipotalamo, amigdala, Locus coeruleus, septum, corteza cerebral e
hipocampo (Figura 14) (Skofitsch y Jacobowitz, 1985; Jacobowitz et al., 2004). Ademas
la GAL coexiste en muchos de estos nucleos con neurotransmisores que a su vez estdn
implicados en la fisiopatologia de la depresidn (Figura 14), como la 5HT en el Rafe
dorsal, donde una gran cantidad de células serotoninérgicas contiene GAL o el
hipocampo donde se han visto fibras donde coexisten GALyYy 5HT, concentradas en la
capa granular del Giro dentado (Melander et al., 1986), o en el Locus coeruleus, donde
la GAL coexiste con la NA (Holets et al., 1988).
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Figura 14. Distribucién de GAL en una seccidn sagital de cerebro de rata. Los puntos azules indican presencia de células positivas de GAL y las Estrellas indican coexistencia
de GAL con otro neurotransmisor. Modificado de Bartfai et al., 1992.
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La Galanina media su accion a través de tres subtipos de receptores, que
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR). Se han
identificado tres subtipos de receptores GALR1, GALR2 y GALR3 mediante clonaje
molecular y caracterizacidon farmacoldgica (Branche et al., 2000). GALR1 fue el primer
receptor de GAL clonado y se clond del melanoma humano de Bowes (Habert-Ortoli et
al., 1994), mientras que GALR2 y GALR3 se clonaron de hipotadlamo de rata (Howard et
al.,, 1997; Smith et al., 1997; Wang et al., 1997). Mediante hibridacién in situ y
autorradiografia se ha descrito que su distribucién es amplia, heterogénea, aunque a
veces solapada, lo que sugiere que cada receptor puede mediar diferentes funciones
en las que participa este neuropéptido (Branchek et al., 1998, 2000; O’Donnell et al.,
1999; Lang et al., 2007; Mitsukawa et al., 2010).

El receptor GALR1 contiene 346 aminoacidos, en el caso de ratas, y presenta un
alto grado de similaridad con el receptor GALR1 de humanos (92%) y con los
receptores GALR2 (42%) y GALR3 (38%). En su estructura existen diferentes sitios de N-
glicosilacion en la region extracelular y sitios de fosforilacion en la region intracelular.
(Figura 15A) (Branchek et al., 2000). GALR1 esta acoplado a proteinas G tipo Gy, por
tanto la activacion del receptor produce la inhibicidon de la actividad adenilato ciclasa,
gue reduce la concentracion de AMPc, ademds de mediar la apertura de canales
rectificadores de K*, produciendo hiperpolarizacién neuronal. Por otro lado, produce la
estimulacion de la via de las MAP quinasas (Figura 16) (Branchek et al., 2000; Lang et
al., 2007).

El receptor GALR1 esta ampliamente distribuido en el SNC, con una alta
expresion en el hipotdlamo, la amigdala, la corteza, la medula espinal y ganglios
espinales, ademas de nucleos implicados en la depresion como son el hipocampo y el
nucleo dorsal del Rafe, entre otros (Waters y Krause., 2000; Mitsukawa et al., 2010).

El receptor GALR2 esta formado por una estructura de 372 aminodcidos, que
incluye tres sitios extracelulares de N-glicosilacion y varios lugares de fosforilacién
intracelular, distintos de GALR1 (Figura 15B). El receptor GALR2 de rata, muestra una
alta similitud con el receptor GALR3 (55%) y una menor similitud con el GALR1 (40%)
(Branchek et al., 2000).

El GALR2 posee una alta capacidad moduladora, ya que puede acoplarse a dos
tipos de proteinas G diferentes, Gj;, 0 Gg/11, lo que significa que este subtipo de
receptor de GAL puede mediar efectos tanto inhibitorios como excitatorios. Cuando se
acopla a G/, la estimulacion del receptor reduce la concentracion de AMPc a través de
la via Gj/o-AC-PKA. Por otra parte, al acoplarse a la proteina Gg/11, el receptor activa a la
fosfolipasa C (PLC), aumentando los niveles de Ca’! intracelular, modulando canales de
ClI" dependientes de Ca**. Ademds, puede activar la via de la MAP quinasas (MAPK)
(Figura 16) (Branchek et al., 2000; Lang et al., 2007).
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El receptor GALR2 es también en general expresado ampliamente en el CSN,
encontrdndose altos niveles de expresion en el hipocampo, particularmente en el giro
dentado y en CA3, asi como en el hipotalamo y corteza piriforme, ademas de
encontrarse también presente en el nucleo dorsal del Rafe (O’Donnell et al., 1999;
Waters y Krause, 2000; Mitsukawa et al., 2010).

El receptor GALR3 estd formado por una estructura de 370 aminodcidos con
una similitud con GALR1 del 36 % y con GALR2 del 55 %. El receptor presenta, al igual
gue los demas receptores de GAL, sitios de N-glicosilacion y multiples sitios de
fosforilacién intracelular (Figura 15C) (Branchek et al., 2000).

Al igual que el receptor GALR1, media efectos inhibitorios, al acoplarse a
proteinas Gy, (Figura 16)(Branchek et al., 2000).

En cuanto su distribucion, es relativamente abundante en tejidos periféricos,
pero su expresién en el SNC es mas limitada (Lang et al., 2007), presentando una
distribucién similar a la de GALR1 (Mitsukawa et al., 2010).

'
Intracellular PREO0COEY

& Ha @ope
mo@

COOH

Extracellular

Intracellular

Figura 15. Diagrama de la estructura de los receptores GALR1 (A), GALR2 (B) y GALR3 (C) de rata.
Modificado de Branchek et al., 2000
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Se han descrito diferentes agonistas y antagonistas de los receptores de GAL
(Mitsukawa et al., 2010). Los agonistas mas ampliamente utilizados para estudiar los
receptores de GAL son los péptidos enddgenos porcino, de rata/ratén y humano. La
GAL de humano tiene 30 aminodacidos mientras que la porcina y la de rata/raton
presenta 29, aunque todas las GAL enddgenas presenta una alta afinidad por los tres
subtipos de receptores de GAL (Lu et al., 2005). Otros agonistas de los receptores de
GAL son los fragmentos de esta, asi los fragmentos N-terminales GAL(1-16) y GAL(1-15)
han demostrado poseer capacidad como agonistas sobre los tres subtipos de
receptores de GAL (Lu et al., 2005; Lang et al., 2007), aunque todos muestran una
mayor afinidad por la GAL que por los fragmentos N-terminales (Brancheck et al..,
1998). El fragmento GAL(2-11) conocido como AR-M1896 fue introducido como un
agonista especifico de GALR2, aunque recientemente se ha demostrado que también
se une a GALR3 (Lu et al., 2005) por lo que ha sido redefinido como un ligando no
GALR1 (Lang et al., 2007). Otro tipo de agonistas son los agonistas no peptidicos, aqui
destacan el Galnon y el Galmic que son sistémicamente activos ademads de ser mas
resistentes a la degradacidon que otros agonistas de receptores de GAL haciendo
posible su aplicacion de forma sistémica, aunque han demostrado no ser selectivos de
receptores de GAL pudiendo interaccionar con otros tipos de receptores (Lu et al.,
2005).

Por otro lado estan los péptido quimera, como es el caso de los antagonistas de
los receptores de GAL M15, M35 y M40 sintetizados partir del fragmento GAL(1-13)
junto con otras moléculas bioactivas (Lang et al., 2007), estos ayudaron a definir
muchos aspectos de la accidn de la GAL in vivo, aunque se ha visto que en algunas
dosis se presentan como agonistas parciales (Lu et al., 2005). Una modificacién del
M35 es el agonista especifico de los receptores GALR1, M617, que presenta 25 veces
mas selectividad por los receptores GALR1 que por los GALR2, sin que haya sido
testado para GALR3 (Lang et al., 2007) mostrando ademas efectos prodepresivos en
modelos animales de depresién (Kuteeva et al., 2008). El desarrollo en los ultimos afios
de ligandos especificos ha permitido discernir alguna de las funciones del receptor
GALR2. Un antagonista especifico de estos receptores es el M871 el cual se une a
GALR2 30 veces con mas afinidad que a GALR1, indicando que M871 es un ligando
especifico de GALR2, sin que haya sido testado para GALR3 (Lang et al., 2007).
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Figura 16. Cascadas de sefializacién de los receptores de GAL. Modificado de Lang et al., 2007.

Las funciones de la Galanina son muy diversas, debido a su amplia distribucién
por el SNC. Algunas de ellas se resumen a continuacidn, aunque nos centraremos en la
ansiedad y depresién, objetivos de esta tesis.

La GAL estimula la ingesta de alimentos (Leibowitz et al., 1998, 2007) y
participa en el control central cardiovascular (Diaz-Cabiale et al., 2005). Ademas, GAL
participa en la modulacién de la sensibilidad nociceptiva, describiéndose efectos
pronociceptivos o analgésicos segun el modelo estudiado (Lui et al., 2001; Jimenez-
Andrade et al., 2006; Jung et al., 2009).

La GAL también presenta un efecto anticonvulsivante, siendo el GALR1 el que
afecta a la fase de iniciacién, mientras que el GALR2 afecta a la fase de mantenimiento
del estatus epiléptico (Lerner et al., 2008). La GAL también tiene un papel inhibitorio
del aprendizaje y la memoria (Fuxe et al., 1998; Wynick et al., 2001; Holmes et al.,
2003).

Se ha relacionado a la GAL con efecto neuroprotector y promotor de la
neurogénesis, que parece estar mediado por el receptor GALR2 (Hobson et al., 2008).
Este receptor parece estar también implicado en la prevencidn de la muerte neuronal
inducida por acumulo de Beta amiloide en al enfermedad de Alzheimer (Crawley,
2008). Asi mismo, el receptor GALR2 se implica como tratamiento potencial en los
canceres de cabeza y cuello, por su induccion de la apoptosis (Kanazawa et al., 2009).
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Se ha visto que la Galanina y sus receptores participan en la modulacion de la
respuesta a la ansiedad a través de diversas estructuras cerebrales, modificando
diferentes neurotransmisores, como la NA o la 5HT (Wrenn y Holmes, 2006; Fuxe et
al.,2012). El papel de la GAL en la ansiedad depende de la via y sitio de administracion,
ademas de las condiciones de estrés previo (Holmes et al., 2003; Holmes y Picciotto,
2006). Se han descrito efectos ansioliticos tras la administracion icv de GAL en el test
de conflicto de Vogel (Bing et al., 1993), mientras que inyecciones realizadas
directamente en la amigdala producian un efecto contrario en el mismo test (Moller et
al.,, 1999). Por otro lado, se ha visto que la administracion de GAL en la amigdala
produce un efecto ansiolitico en el test del laberinto elevado en cruz, pero Unicamente
en animales bajo condiciones estresantes (Morilak et al., 2003; Barrera et al., 2005).

Los distintos efectos que produce la GAL en la ansiedad pueden ser explicados,
en parte, por la accién y distribucién diferencial de sus receptores (Holmes y Picciotto,
2006; Bailey et al., 2007). Se ha observado, que ratones carentes del receptor GALR1
presentan un incremento de la conducta ansiosa en el test del laberinto elevado
(Holmes et al., 2003) y los ratones knock-out del receptor GALR2 muestran
comportamiento ansioso o no, dependiendo del fondo genético de los mutantes
(Bailey et al.,, 2007; Lu et al., 2008). Ademas, recientemente nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que la GAL actua a través del receptor GALR2
aumentando el efecto ansiolitico producido por el receptor Y1 del NPY en ratas
(Narvdez et al., 2014).Por otro lado, también se ha comprobado la implicacidon del
receptor GALR3 en la ansiedad, estudios muestran que antagonistas del receptor
GALR3 producen efectos ansioliticos en varias pruebas de comportamiento animal
(Swanson et al., 2005) aunque otros estudios mas recientes muestran que animales
carentes del receptor GALR3 exhiben un fenotipo de ansiedad (Brunner et al., 2014).

La primera nocidn de la implicacidon de la Galanina en la depresion se observo
mediante la interaccidn entre la GAL y el sistema serotoninérgico sugiriendo que la
GAL podria tener un papel relevante en la depresion (Hedlund et al., 1991, 1992, 1994;
Fuxe et al., 1998, 2008, 2012). La primera evidencia farmacoldgica que implicaba a la
GAL en el comportamiento depresivo, se observo tras la infusion de GAL en el area
tegmental ventral (VTA) en rata, donde la GAL producia un incremento de la
inmovilidad en la prueba del FST (Weiss et al., 1998; Wrenn y Crawley, 2001; Keteeva
et al.,, 2008), Ademads, también la GAL administrada via icv producia un efecto pro-
depresivo en la misma prueba de comportamiento (Kuteeva et al., 2007). El efecto
producido tanto por la inyeccién de GAL en VTA como icv, fue bloqueada mediante la
coadministracion con antagonistas de los receptores de GAL, indicando que este
efecto estaba mediado por los receptores de GAL (Weiss et al., 1998; Kuteeva et al.,
2007).
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Otra evidencia de la implicacion de la GAL en la depresion, fue el estudio en
ratas Flinders, un modelo genético de depresion. Estas ratas muestran una alta
inmovilidad en el FST, y mostraron un aumento de la densidad de los receptores de
GAL en el nucleo dorsal del Rafe (Bellido et al., 2002), asi como una reduccién de GAL
en el hipocampo e hipotdlamo (Husum et al., 2003; Kuteeva et al., 2008). Sin embargo,
los niveles de GAL en el hipocampo e hipotalamo se mantenian normales en ratas
Flinders tratadas con antidepresivos, sugiriendo que la transmision andmala de GAL
podria estar relacionada con el comportamiento depresivo en este modelo animal
(Husum et al., 2003; Kuteeva et al., 2008).

Se han realizado estudios con ratones mutantes que sobreexpresan GAL, donde
los ratones que sobreexpresan GAL bajo el promotor PDGF-B (Ratones GalOE-P)
muestran un incremento de la inmovilidad en la prueba del FST, sugiriendo un
incremento de la conducta depresiva (Kuteeva et al., 2005). Ademas, ratones carentes
del receptor GALR1, asi como, mutantes que sobreexpresan GAL bajo el promotor de
la dopamina-B-hidroxilasa (raton GalOE-D) no mostraron comportamiento depresivo
en la prueba del test de suspension de la cola (Holmes et al., 2005). Cabe destacar, que
el ratdn mutante de sobreexpresion de GAL GalOE-P, el cual mostraba un
comportamiento depresivo en el FST, mostrd un aumento de la liberacion de 5HT y NA
en el hipocampo tras el estrés de la natacién, mientras que en el mutante GalOE-D no
se produjo ese aumento (Yoshitake et al., 2004; Kuteeva et al., 2008).

La disponibilidad y el uso de agonistas y antagonistas de los receptores de GAL
ha permitido conocer el papel de los subtipos de receptores en la depresidn. Asi, se
sugiere que los receptores GALR1/GALR3 pueden contribuir al efecto pro-depresivo de
la GAL, ya que el agonista de los receptores GALR1 M617 incrementa el tiempo de
inmovilidad en el FST, de una forma similar a la GAL (Kuteeva et al., 2008b). También
antagonistas del receptor GALR3 ejercen una accion antidepresiva en varios modelos
animales de depresion, incluyendo una disminucion del tiempo de inmovilidad y un
aumento del tiempo de natacién en el FST (Swanson et al., 2005; Barr et al., 2006).

Por otro lado, una estimulacion del receptor GALR2 puede producir un efecto
antidepresivo, contrario al efecto de los otros subtipos de receptores. Asi, el
tratamiento crénico con el antidepresivo SSRI Fluoxetina, produce un aumento del
RNAm del receptor GALR2, pero no del GALR1, acompafado de un aumento en la
densidad del receptor en el ntcleo dorsal de Rafe y el Locus coeruleus (Lu et al., 2005).
Ademads, la administracion icv del agonista de GALR2 AR-M1896 en ratas, produce una
disminucion del tiempo de inmovilidad en el FST, de una manera similar a la Fluoxetina
(Kuteeva et al., 2008b).
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Hasta la fecha, no disponemos de mucha informacion del papel que tiene la
GAL en depresién en humanos. Un unico estudio, donde se administraba GAL via
intravenosa a hombres voluntarios sanos, mostraba un efecto antidepresivo de la GAL
(Murck et al., 2004). Un estudio reciente muestra que las variantes en los genes de
GAL y sus receptores confieren un mayor riesgo de depresién y ansiedad en personas
gue experimentaron situaciones de adversidad en la nifiez o acontecimientos vitales
negativos recientes (Juhasz et al., 2014)

3.2.1 Fragmento N-terminal 1-15 de Galanina

En la mayoria de los neuropéptidos conocidos se ha comprobado si sus
fragmentos tienen actividad bioldgica y la secuencia de aminoacidos minima necesaria
para su actividad bioldgica se localiza en la porcidon C-terminal de la molécula. Esto
hace que en ocasiones los fragmentos C-terminales de algunos neuropéptidos actuen
como agonistas de la molécula completa, como ocurre con la Sustancia P (Bailey et al.,
1986), o incluso como antagonistas como ocurre con el Neuropéptido Y (Aguirre et al.,
1991).

Se ha observado que algunos fragmentos de la GAL también tienen actividad
bioldgica. Existen fragmentos C-terminales de GAL que presentan actividad bioldgica,
pero se localizan en la musculatura lisa gastrointestinal, donde hay una alta densidad
de lugares de union especificos para estos fragmentos (Fox et al., 1988; Rossowski et
al., 1990). Sin embrago, en el resto de tejidos, incluyendo el SNC, los fragmentos C-
terminales son inactivos y se ha demostrado que los fragmentos N-terminales
presentan actividad biolégica (Lagny-Pourmir et al., 1989; Fisone et al., 1989; Crawley
et al., 1990).

Dado que en la mayoria de las secuencias de GAL que se conocen, los 15
primeros residuos estan muy conservados (Figura 17), se ha propuesto que la parte de
la GAL esencial para la interaccion con sus receptores es la parte N-terminal (Bedecs et
al., 1995). Esto se observa en preparaciones de células de musculo liso de rata, donde
el fragmento GAL(1-10) producia una respuesta de contraccidn (Ekblad et al., 1985) y
en estudios realizados en membranas de hipocampo, donde el fragmento GAL(1-16)
demostré comportarse como un agonista total con sélo cinco veces menos afinidad
por los receptores de GAL que la molécula completa de GAL (Bedecs et al., 1995). Los
fragmentos N- terminales también mostraron ser agonistas con alta afinidad en la linea
celular pancreatica Rin m F5 (Lagny-Pourmir et al., 1989). A nivel de SNC el fragmento
N-terminal de GAL mas corto que ha demostrado actividad sobre los receptores de
GAL ha sido GAL(1-12), produciendo una inhibiciéon de la liberacién de Acetilcolina
inducida por Escopolamina en el hipocampo, de una manera similar a como lo hace el
fragmento GAL(1-16), mientras que el fragmento C-terminal GAL(17-29) no producia
ningun efecto (Girotti el al., 1993).

50



Introduccion

Secuencia Homéloga de la Galanina (aminodcidos 1-15)

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Gly -Trp -Thr -Leu -Asn -Ser -Ala -Gly -Tyr -Leu -Leu -Gly -Pro -His -Ala

Secuencia Heterdloga de la Galanina (aminodcidos 16-29)

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
1Cerdo lleu -Asp -Asn -His -Arg -Ser -Phe -His -Asp -Lys -Tyr -Gly -Leu -Ala -NH2
2Vaca Leu -Asp -Ser -His -Arg -Ser -Phe -GIn -Asp -Lys -His -Gly -Leu -Ala -NH2
SRata lleu -Asp -Asn -His -Arg -Ser -Phe -Ser -Asp -Lys -His -Gly -Leu -Thr -NH2
40Oveja lleu -Asp -Asn -His -Arg -Ser -Phe -His -Asp -Lys -His -Gly -Leu -Ala -NH2
5Gallina Val -Asp -Asn -His -Arg -Ser -Phe -Asn -Asp -Lys -His -Gly -Phe -Thr -NH2
SHombreVal -Gly -Asn -His -Arg -Ser -Phe -Ser -Asp -Lys -Asn -Gly -Leu -Thr -Ser

Figura 17. Secuencia de la GAL en distintas especies, donde se observa que el fragmento 1-15 es comun
en todas las especies. Modificado de Wiczk et al., 1996.

La determinacidn de la vida media, asi como, la respuesta a enzimas peptidasas,
son aspectos importantes para conocer la posible actividad cémo agonista de un
péptido. De esta forma se ha estudiado la estabilidad metabdlica de la GAL y del
fragmento GAL(1-16), mostrando que la GAL es un péptido estable con una vida media
de 100 minutos en preparaciones de membranas de hipotalamo de rata, mientras que
el fragmento GAL(1-16) se degradaba mas rdpidamente. Ademads, durante la digestién
de la GAL, solo aparecieron pequefios fragmentos N-terminales, sin la aparicién del
fragmento N-terminal GAL(1-16), esto puede deberse a que el estudio se realizd en
preparacion de membranas de hipotalamo, y por tanto se descartaron algunas
enzimas proteoliticas solubles extra e intra celulares, las cuales también pueden influir
en la degradacion de la GAL. Sin embrago, en la digestién del fragmento GAL(1-16)
durante una incubaciéon corta, se encontré el fragmento GAL(1-14), desapareciendo
éste en fragmentos mds cortos en incubaciones con mayor duraciéon (Land et al., 1991).
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Estudios mas recientes, donde se combinaban la microdialisis inversa con la
espectrometria de masas, para estudiar los sitios de escisidn in vivo de la GAL humana
en hipocampo de rata, revelan que el mayor punto de escisién de la GAL esta
localizado entre la Ala® y la Val'®, localizado en el centro del péptido, produciendo el
fragmento N-terminal GAL(1-15) y el C-terminal (16-30), con una sefal mds intensa de
GAL(1-15). Por el contrario, el fragmento GAL(1-16) producia sélo una seinal débil
(Richter y Schuchardt, 2008).

Se ha comprobado que los tres subtipos de receptores de GAL muestran una
mayor afinidad por la GAL que por los fragmentos N-terminales como el GAL(1-15)
(Brancheck et al., 1998). Sin embargo, hay que destacar la existencia de lugares de
union especificos de alta afinidad para el fragmento GAL(1-15), descritos en
experimentos autorradiograficos mediante el fragmento GAL(1-15) marcado con I'*°
(Figura 18), donde estos sitios de unién especificos para el fragmento presentan una
baja densidad de sitios de unién de la molécula completa GAL, como es el caso del
hipocampo dorsal, el neocortex y el neoestriado, areas donde los sitios de unidn
mostraron una alta selectividad por el fragmento GAL(1-15) y no por la GAL. En otros
casos existe un solapamiento entre los sitios de unién para ambas moléculas de GAL,

como es el caso del nucleo del Rafe dorsal (Hedlund et al., 1992).
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Bregma B8 mm Bregma -128 mm —

Figura 18. Autorradiograma representativo de secciones incubadas con [**’I]-GAL(1-15) (A,B,D,E,F) y
[125I]-GAL (C). (B) representa las uniones no especificas. En (A y C) se pueden observar los sitios de unidn
especifico de GAL(1-15) en el hipocampo dorsal. En (D, E y F) se muestra el bindig de GAL(1-15) en el
Rafé dorsal, caudado putamen y ntcleo del tracto solitario, respectivamente. Modificado de Hedlund et
al., 1992.
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Nuestro grupo de investigacion, ha estudiado el papel tanto de la GAL como del
fragmento GAL(1-15) en el control central cardiovascular demostrando la existencia de
un papel diferencial entre ambos en diversos aspectos (Diaz-Cabiale et al., 2005b). La
GAL produce un efecto taquicardico y ligeramente vasopresor mientras que la GAL(1-
15) produjo taquicardia y un efecto vasopresor mucho mads potente que se mantuvo
durante todo el periodo de registro (Diaz et al., 1996). Asi el antagonista de receptores
de GAL M40 bloqueaba el aumento de la frecuencia cardiaca y el efecto vasopresor
producido por la administracion del fragmento GAL(1-15), mientras que no se
bloquearon los efectos inducidos por la GAL (Narvdez et al., 2000). Por otro lado, la
administracion de GAL y GAL(1-15) producia un patrén diferencial, tanto espacial como
temporal, en la induccién de la proteina C-Fos en la médula oblongata, ampliamente
observada en el nucleo del tracto solitario, sugiriendo que esta area podria estar
implicado en control central cardiovascular mediado por estas moléculas (Marcos et al.,
2001; Diaz-Cabiale et al., 2005b).

El mecanismo responsable del efecto cardiovascular de la GAL y del fragmento
GAL(1-15) también parece ser diferente ya que en animales pretratados con
propanolol, un B-antagonista, se bloqued la taquicardia y el efecto vasopresor
producido por GAL(1-15), pero no el producido por la GAL, mientras que en ratas
pretratadas con atropina, un antagonista colinérgico, no modifico los efectos
cardiovasculares producidos por la GAL(1-15), pero si los producidos por la GAL (Dlaz-
Cabiale et al., 2002).

Ademas interaccionaban de forma diferente con otros neurotransmisores y
neuropeptidos involucrados en la respuesta cardiovascular (Diaz-Cabiale et al., 2005b),
por tanto se evalud la posible interaccidn de estos neurotransmisores y neuropeptidos
con la GAL y la GAL(1-15). La coadministracion del agonista a2-adrenergico, clonidina,
con GAL indujo taquicardia y una rapida respuesta vasopresora, sin embrago, la
coadministracién con el fragmento GAL(1-15) no resulté en respuesta cardiovascular
alguna (Diaz-Cabiale et al., 2000), sugiriendo la existencia de un efecto antagdnico de
GAL, pero no de GAL(1-15), en la respuesta hipotensiva mediada por el receptor a2-
adrenergico, posiblemente debida una interaccion receptor-receptor entre los
receptores de GAL y el a2-adrenergico en el nucleo del tracto solitario (Diaz-Cabiale et
al., 2005b).

Por otro lado también ha sido descrita la interaccién diferencial del receptor de
Angiotensina Il (Ang Il) con la GAL y la GAL(1-15) observandose una accién facilitadora
de la Ang Il sobre la GAL(1-15), mientras que el efecto vasopresor causado por la GAL
desaparece en presencia de Ang Il (Diaz-Cabiale et al., 2005a).
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También se ha observado un efecto facilitador de la GAL(1-15) sobre los
receptores Y2 del NPY. De modo que, la coinyeccién de GAL(1-15) con un agonista de
los receptores Y2 induce un incremento en la presion arterial media similar al
producido por la coadministracion de GAL(1-15) con el NPY (Diaz-Cabiale et al., 2006).
Ademas la GAL(1-15) aumentaba significativamente el ligado del agonista Y2 en el
nucleo del tracto solitario, efecto que se bloqueaba mediante el antagonista de los
receptores de GAL M40 (Diaz-Cabiale et al., 2010). Mientras que la coinyecciéon de la
molécula completa GAL con el agonista de los receptores Y2 no produjo ninguna
accion ni a nivel cardiovascular ni a nivel de receptor en el nucleo del tracto solitario
(Diaz-Cabiale et al., 2006).

4. Interaccion Galanina/5HT1A

Como se ha mencionado en apartados anteriores de esta tesis, la Galanina y la
5HT colocalizan en distintos nucleos, entre ellos en el Rafe dorsal, nicleo donde se
encuentran la mayoria de los somas de las neuronas serotoninergicas y por tanto de
gran importancia en la patofisiologia de la depresidn. Este hecho inspird al grupo del
Dr. Fuxe a evaluar el metabolismo y los niveles de 5HT en distintas regiones tras la
inyeccion intraventricular de GAL, produciéndose una reduccién en el metabolismo de
5HT en la corteza limbica ventral, formacidn hipocampal y la corteza fronto-parietal,
probablemente a través de una accidn inhibitoria en las células serotoninergicas del
Rafe dorsal, reduciendo su tasa de disparos (Fuxe el al., 1988a; Revisidon Fuxe et al.,
2012). Estos resultados sugieren que la GAL, a través de sus receptores, puede
contribuir a la depresion mediante la reduccion de los disparos en las neuronas
serotoninergicas ascendentes (Kehr et al., 2002). De esta forma, antagonistas de los
receptores de GAL podrian ejercer un efecto antidepresivo (Revision Fuxe et al., 2012).

Al mismo tiempo, otro estudio mostrd que en preparaciones de membranas
limbicas, la GAL reducia la afinidad de los receptores SHT1A postsinapticos y por tanto
el reconocimiento y sefial de este receptor en el sistema limbico (Fuxe et al 1988b;
Fuxe et al.,, 2012). Esto indica que la GAL también puede contribuir al estado de
depresion, debido a que la activaciéon del receptor 5HT1A postsindptico produce
efectos de elevacion del estado de danimo (Fuxe et al.,, 2012). El resultado de la
modulacion de los receptores de GAL en la unidn del agonista 5SHT1A a su receptor dio
la primera indicacion de la posible existencia de heterémeros GALR/5HT1A, donde los
receptores de GAL antagonizan el reconocimiento y sefial de los receptores SHT1A
postsindpticos a través de una interaccion receptor-receptor (Zoli et al., 1993; Fuxe et
al., 2008, 2012).
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Por otro lado, se encontré que la activacién de los receptores 5HT1A en
preparaciones de membranas y en secciones producia un aumento de la afinidad de
los receptores de GAL en areas di y telencefdlicas (Hedlund et al., 1991), indicando que
la interaccidon receptor-receptor puede ser reciproca (Fuxe et al., 2012).

La interaccion antagonica de la GAL sobre los receptores 5SHT1A también se
observé en estudios de conducta animal, donde la GAL producia efectos antagdnicos
sobre la accién inducida por el agonista de 5HT1A 8-OH-DPAT en el test de evitacién
pasiva, siendo el hipocampo el nicleo clave de esta interaccion (Razani et al., 2001).

Al analizar el efecto de la GAL sobre los receptores 5HT1A en el nucleo del Rafe
dorsal se observd una accion modulatoria, donde la GAL producia una rapida
reduccion de la afinidad de los receptores 5HT1A a los 10 minutos en las células
serotoninérgicas (Razani et al., 2000), demostrandose asi la interacciéon antagoénica
GALR/5HT1A a nivel somatodendritico en células serotoninérgicas en al Rafe dorsal
(Fuxe et al., 2012). Sin embrago, esta interaccién antagdnica no produce un aumento
en las descargas de las neuronas 5HT al limitar la accidn del autorreceptor 5HT1A,
dado que la GAL, por ella misma, causa hiperpolarizacién en estas células (Xu et al.,
1998), por tanto, esto podria representar un mecanismo para evitar la inhibicion
excesiva de las células 5HT en el Rafe dorsal (Fuxe et al., 2012).

Ademas, a las 2 horas se producia un aumento en la densidad de los receptores
5HT1A, probablemente debido a que existen heteromeros entre GALR y 5HT1A por la
reduccién en la internalizacién en los complejos GALR/5HT1A (Razani et al., 2000) y/o
debido a que la GAL induce un incremento en la maduracién e insercién de estos
heterdmeros en la membrana plasmatica (Fuxe et al., 2012).

Recientemente, se ha demostrado la existencia del heterodimero
GALR1/5HT1A en células HEK-293, donde estas células co-transfectadas con los
receptores GALR1-YFP y 5HT1A-GFP2 producian un aumento significativo de la sedal
de FRET en comparacién con las células que expresaban Unicamente uno de los dos
receptores. Ademads se comprobd que se trataba de un heterodimero constitutivo, al
no verse alterado el ratio de FRET mediante el tratamiento con agonistas (Borroto-
Escuela et al., 2010).

Al realizar un analisis de la sefializacién intracelular mediante CRE-luciferasa y
SER-luciferasa se encontrd que la sefializacién via AC o MAPK resulté en una trans-
inhibicion que bloqueaba una activacidn excesiva de la proteina Gj, y una inhibicion
exagerada de la AC o estimulacién de la actividad MAPK (Figura 19) (Borroto-Escuela et
al., 2010).
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Ademas, se estudié la especificidad del heterodimero GALR1/5HT1A mediante
la presencia del receptor GALR2 sin marcar, observandose que la presencia del
receptor GALR2 no solo no bloqueaba la sefial FRET desarrollada por el heterémero
GALR1-YFP/5HT1A-GFP2 sino que la aumentaba, sugiriendo la posibilidad de la
existencia de un mosaico de receptores formado por GALR1/GALR2/5HT1A (Borroto-
Escuela et al., 2010; Fuxe et al., 2012).

GalR1-5HT1A

O

og;@mdiji% ?ééi“?@m
‘ pr

CRE B

CRE = Luciferase

Figura 19. Esquema de la interaccidn receptor-receptor del heterémero GALR1/5HT1A resultando en la
reduccién de la activacion de la proteina Gy y la inhibicién de la AC. Modificado de Borroto-Escuela et
al., 2010.
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En relacién a la interaccidn entre los receptores 5HT1A y el fragmento GAL(1-
15), se observa una papel diferencial con respecto a la GAL ya que Unicamente GAL(1-
15) y no la molécula completa, puede modular antagdénicamente los receptores 5SHT1A
en el hipocampo dorsal, siendo este efecto bloqueado por el antagonista de los
receptores de GAL M35 (Hedlund et al.,, 1994). Ademads, el fragmento N-terminal
GAL(1-16) antagonizo a los receptores 5HT1A en la corteza ventral limbica de forma
mas potente que la GAL (Diaz-Cabiale et al.,, 2000). Estos efectos también se
bloquearon mediante antagonistas especificos de los receptores de GAL (Diaz-Cabiale
et al., 2000). Lo que sugiere que no sélo la GAL sino también el fragmento GAL(1-15)
puede modular a los receptores SHT1A.
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Como se ha descrito previamente la Galanina (GAL) y sus receptores participan
en la depresién y en la modulacién de la respuesta de ansiedad (Wrenn y Holmes,
2006; Kuteeva et al., 2008; Fuxe et al., 2012), produciendo un efecto pro-depresivo en
la prueba de la natacidon forzada (Weiss et al.,, 1998; Kuteeva et al., 2008) y
describiéndose efectos ansioliticos o ansiogénicos dependiendo del lugar de
administracion y de la existencia de estrés previo (Holmes et al., 2003; Holmes y
Picciotto, 2006; Morilak et al., 2003; Barrera et al., 2005). Ademas, la GAL y la
serotonina (5HT) colocalizan en distintos nucleos implicados en la depresién
especialmente en el nucleo dorsal del Rafe donde existe mas del 70% de colocalizacién
entre GAL y 5HT (Melander et al., 1986). Se ha demostrado la existencia de
interacciones antagonicas de la GAL sobre los 5HT1A tanto a nivel de receptor como a
nivel funcional, probablemente a través de heterémeros GALR/5HT1A (Fuxe et al.,
1988b;Zoli et al., 1993; Razani et al., 2000;Razani et al., 2001; Fuxe et al., 2008; Fuxe et
al, 2012).

La GAL posee un fragmento N-terminal 1-15 [GAL(1-15)] en el Sistema Nervioso
Central (SNC) que tiene una accion funcional diferente con la GAL en la regulacién
central cardiovascular. Ademds nuestro grupo de investigacion ha descrito
interacciones opuestas entre GAL y GAL(1-15) con otros receptores y neuropéptidos
(Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-Cabiale et al., 2010). En relaciéon a los receptores
implicados en el efecto de la GAL(1-15), se ha comprobado que los tres subtipos de
receptores de GAL clonados muestran una mayor afinidad por la GAL que por los
fragmentos N-terminales (Brancheck et al., 1998). Sin embargo, existen lugares de
unién especificos para la GAL(1-15) como son el hipocampo dorsal, el neocortex, el
neoestriado y el Rafe dorsal (Hedlund et al., 1992), nucleos relacionados con la
depresion y la ansiedad.

Basandonos en lo anterior el objetivo general de esta tesis es analizar la

funcién de la GAL(1-15) en pruebas de comportamiento animal relacionadas con la
depresion y ansiedad, asi como describir el posible mecanismo de actuacion de este
fragmento de Galanina en el SNC.

Ademas se estudiard la modulacion de la GAL(1-15) sobre los receptores 5HT1A
en pruebas de conducta animal de depresion analizando los mecanismos implicados en
dicha interaccion.
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1.1 Objetivos especificos.
1.1.1 Funcién de GAL(1-15) en depresidn y ansiedad.

a) Estudiar el papel funcional de la GAL(1-15) en la depresion y ansiedad, evaluando la
respuesta de la GAL(1-15) en las pruebas de la natacion forzada, campo abierto,
laberinto elevado en cruz y tarea de evitacion pasiva.

Ademas, se comprobard si el receptor GALR2 estd implicado en el efecto del
fragmento GAL(1-15) utilizando el antagonista especifico de estos receptores M871.

b) Estudiar si existe un papel deferencial entre el fragmento GAL(1-15) y la molécula
completa de GAL en los modelos de ansiedad y depresidon, comparando el efecto de
ambos en las pruebas de la natacion forzada y el campo abierto.

c) Analizar tanto si existe colocalizacion de los receptores GALR1 y GALR2 en las células
del hipocampo dorsal y del nucleo dorsal del Rafe, mediante técnicas
inmunohistoquimicas, como si estos receptores se encuentran en estrecha proximidad
en la célula mediante la técnica de ligazén por proximidad.

d) Generar un modelo animal Knockdown del receptor GALR2 para estudiar la
implicacion de este receptor en el efecto producido por la GAL(1-15) en las pruebas de
la natacidon forzada y el campo abierto asi como para estudiar la colocalizacién y la
proximidad entre los receptores GALR1 y GALR2 en el Hipocampo dorsal y Rafe dorsal
en tejido de este modelo animal.

e) Estudiar el patréon de internalizacion y el trafico vesicular tras la estimulacién con
GAL 0 GAL(1-15) en células HEK-293 que expresen GALR1 y/o GALR2.

f) Analizar en la linea celular derivada del nucleo del Rafe, RN33B, la activacion celular
asi como la sintesis y almacenamiento de 5HT tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15).

Ademads se estudiara en esta linea celular si existe proximidad entre los
receptores GALR1 y GALR2 mediante la técnica de ligazén por proximidad.

1.1.2 Interaccion GAL(1-15)/5HT1A.

a) Estudiar la posible interaccion funcional de GAL(1-15) y el agonista de los receptores
5HT1A en la depresién, evaluando si GAL(1-15) modifica la respuesta inducida por el
agonista 5HT1A en la prueba de la natacidn forzada.

Ademas se estudiara la implicacidon del receptor GALR2 en esta interaccion
mediante el uso del antagonista M871.
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b) Estudiar la interaccidn funcional de la GAL y el agonista de los receptores 5HT1A en
la prueba de la natacion forzada, comparando el efecto de esta interaccién con la
producida entre la GAL(1-15) y el agonista de los receptores 5HT1A.

c) Comprobar si la GAL(1-15) modifica la afinidad y la sintesis de los receptores SHT1A
en zonas relacionas con la depresién: Hipocampo dorsal y nucleo del Rafe dorsal. Se
estudiaran las caracteristicas del ligado del agonista 5HT1A [3H]8-OH-DPAT, asi como
la expresion de los receptores 5SHT1A.

d) Analizar tanto si existe colocalizacion de los receptores GALR2 y 5HT1A en las
células del hipocampo dorsal y del nucleo dorsal del Rafe, mediante técnicas
inmunohistoquimicas, como si los receptores GALR1/5HT1A y GALR2/5HTI1A se
encuentran en estrecha proximidad en la célula mediante la técnica de ligazén por
proximidad.

e) Estudiar en células derivadas del Rafe RN33B la expresién del receptor 5HT1A tras la
estimulacion con GAL o GAL(1-15).

Ademads se estudiara en esta linea celular si existe proximidad entre los
receptores GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A mediante la técnica de ligazéon por
proximidad.

63



Objetivos

64



Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

65






Material y Métodos

1. Metodologia Animal.
1.1 Animales de Experimentacion.

En el presente trabajo se han utilizado ratas albinas de la cepa Sprague-Dawley
suministradas por la casa comercial Charles River Labs. (CRIFFA, Barcelona), cuyo peso
corporal ha oscilado entre 200 y 250 gr. Para evitar que las variaciones hormonales
interfieran en los resultados se han utilizado exclusivamente ratas macho.

Los animales se han mantenido en el estabulario de los servicios centrales de la
Universidad de Madlaga bajo condiciones controladas. La temperatura media fue de
23+1 °C y el fotoperiodo de 14/10 horas de Luz/oscuridad. Los animales fueron
alimentados con una dieta estandar de mantenimiento ratén/rata (CRIFFA, Barcelona)
y agua de la red general de abastecimiento, y tuvieron libre acceso (ad libitum) a la
comida y la bebida en todo momento. A la llegada de los animales se les mantiene en
cuarentena durante una semana para controlar el estado sanitario de los mismo y
controlar y minimizar los efectos del estrés producido durante el transporte y la
habituacion a las nuevas condiciones de estabulacion.

Los animales de experimentacién fueron tratados segun la directiva de la
Comunidad Europea 86/609/EEC y se seguiran las recomendaciones que se establecen
en la Ley 6/2013, de 11 de junio, de modificaciéon de la Ley 32/2007, de 7 de
noviembre y en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero del estado Espafiol.

1.2 Anestesia de los Animales.

Se han utilizado dos tipos de anestesias dependiendo si se requeria un efecto
anestésico reversible o irreversible.

Para la Perfusidon Transcardiaca, procedimiento donde se requiere una anestesia
irreversible, se empled:

- Pentobarbital Sddico a una dosis de 50 mg/Kg administrado via intraperitoneal.

Para la anestesia de los animales durante la cirugia de implantacion de canula crénica
se utiliza el coctel anestésico Equitesina compuesta por:

- Pentobarbital Sédico 0.97% (Sigma-Aldrich)

- Etanol Absoluto 11.5% (Sigma-Aldrich)

- Hidrato de Cloral 4.25% (Sigma-Aldrich)

- Propietilenglicol 42.8% (Sigma-Aldrich)

- Sulfato de Magnesio 2.1% (Panreac Quimica S.A.)

- Agua Destilada 47.7%
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El coctel anestésico se inyecta al animal de forma intraperitoneal a una dosis de
3.3mL/Kg como dosis inicial de ataque. Este anestésico es vélido para este tipo de
cirugia ya que el animal recupera la normalidad en su estado fisiolégico rapidamente
ademas de no tener efectos que puedan interferir en los experimentos que se le
realizaran posteriormente. Ademas, la Equitesina es un anestésico empleado por un
amplio ndmero de autores en procedimientos experimentales y protocolos de
experimentacion conductual dado su amplio margen de seguridad (Grancha, 2006;
Sharma, 2007).

Antes de iniciar la cirugia se comprueba la ausencia total de reflejos del animal,
comprobando el reflejo podal mediante el pinzamiento de la palma de las patas
traseras y el reflejo caudal mediante el pinzamiento de la cola. Si el animal responde a
algun estimulo o se ve algun tipo de respuesta se puede hacer una reinyeccién del
anestésico con una dosis de 0.6mL/Kg. Esta misma dosis se puede usar durante la
intervencion quirdrgica para la prolongacion del estado de anestesia del animal.
Durante todo el procedimiento se evalla el estado de anestesia del animal y el
bienestar del mismo.

1.3 Cirugia Estereotdaxica con implantacién de canula crdnica Intracerebroventricular
lateral.

Una vez tengamos el animal anestesiado de la manera expuesta anteriormente
realizamos el procedimiento quirurgico de implantacién de canula en ventriculo lateral.
Para ello tendremos preparado el material quirdrgico debidamente esterilizado.
Preparamos al animal rasurando el pelo de la parte superior de la cabeza previa
limpieza con una gasa empapada en alcohol para un mejor rasurado y desinfeccién de
la zona.

Una vez esté el animal preparado lo fijamos en el aparato de estereotaxia (Kopf
Instruments) primero colocando las barras laterales en los conductos auditivos, de
manera que quede el craneo fijado y sin movimiento lateral y después colocando los
incisivos en la barra anterior destinada para ello, previamente habremos sacado la
lengua por un lateral de la boca para poder hacer esto y evitar la asfixia del animal. De
esta forma el animal debe quedar totalmente fijado. Posteriormente realizamos con
ayuda de un bisturi una incisién en la piel que ird desde la comisura anterior de los ojos
hasta el inicio de la musculatura del cuello. Separamos esta piel quedando al
descubierto el periostio que cubre el craneo, de la misma manera separamos el
periostio dejando a la vista la calota, una vez tengamos la calota limpia y seca
buscamos el punto Bregma (punto de confluencia entre el hueso frontal y los huesos
parietales), como punto de referencia para la obtencién de las coordenadas
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extereotdxicas tomadas del atlas de Paxinos y Watson (1997), y que para el ventriculo
lateral son:

- Coordenada Antero-Posterior: 1mm Posterior
- Coordenada Lateral: 1.4mm Derecha

- Coordenada Vertical: 3.6mm desde la calota

Una vez fijadas las coordenadas con el aparato de extereotaxia, las marcamos
en la calota, siendo este el punto donde ird implantada la canula. Posteriormente con
ayuda de una broca de diametro apropiado y un pequefio taladro hacemos dos
agujeros en la calota sin llegar a tocar la duramadre para la colocacién de tornillos de
2mm que ayudaran a fijar la canula. La localizacidon de estos tornillos debe estar
situada a una distancia suficiente para que no perjudique a la colocacién de la canula.

Una vez los tornillos estén puestos rayamos la calota con el bisturi para hacer
su superficie mas rugosa y mejorar la adherencia del cemento dental que usaremos
para la fijacion de la canula posteriormente. Después realizamos un agujero con ayuda
de una broca de diametro similar al didmetro de la cdnula, en la marca de colocacién
de la canula, una vez esté el agujero limpio colocamos la canula guia (22G)(C313G,
Plastic One) seguidamente colocamos una pequefia corona pldstica que rodee tanto
los dos tornillos como la canula guia, para posteriormente llenarla de cemento dental
(Dentalon, Alemania) sin que llegue a cubrir la canula guia como se ve en la Figura 1.

Una vez se haya secado el cemento comprobamos que se ha formado un
bloque fijo, colocamos en la cdnula guia un obturador atornillado de acero inoxidable
estéril (26G)(C313IDC, Plastic One) de 0.3mm de proyeccién con el objetivo de
mantenerla permeable y libre de contaminacidn. Finalmente se sutura con hilo de seda
para piel la incisién quedando solamente libre la corona que contiene la canula guia.

Tras la intervencién se coloca al animal en una manta termostatica para
contrarrestar la bajada de temperatura producida por la anestesia, comprobando la
temperatura rectal periddicamente hasta que esta se normalice. Después se pondran
los animales en jaulas individuales con acceso a comida y bebida libre. El
postoperatorio serd de al menos siete dias, en los cuales se valorara el estado y
evolucién de cada animal a diario.
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Figura 1. Fotografias que muestran desde arriba y desde el perfil como queda colocada la canula crénica
en el animal al final de la operacién.

1.4 Inyecciones Intracerebroventricular.

Las inyecciones intracerebroventriculares (ICV) se realizan en animales que
previamente han sido manipulados, como se detallard mas adelante. Para realizar las
microinyecciones se usa una canula de inyeccidon de acero inoxidable (26G)(C313l,
Plastic One) con 0.3mm de longitud superior a la canula guia, para evitar la
retrodifusion de la sustancia inyectada. Esta canula estd unida a un tubo de
polipropileno (P10) de unos 10cm en cuyo otro extremo estd unido a una jeringuilla
Hamilton de 10 plL de volumen.

Para la realizacién de la microinyeccién se inmoviliza el animal suavemente, y en
primer lugar se quita el obturador atornillado. Después se introduce la canula de
inyeccion por la cdnula guia, asegurdndonos que esta llegue hasta el final. Una vez
colocada la cdnula de inyeccién, manualmente hacemos la microinyecciéon de forma
gue inyectemos 5 uL, el cual serd el volumen de sustancia inyectado en todos los
experimentos, durante 2 minutos, de forma constante y suave, para evitar el reflujo de
la sustancia por el aumento de presion. Una vez finalizada la microinyeccién se
mantiene la canula de inyeccién durante un minuto mas para favorecer la difusion de
la sustancia inyectada. Después se retira la canula guia y se vuelve a colocar el
obturador atornillado limpio. Luego se deja el animal en una jaula individual y se sigue
segun el procedimiento experimental.

Para la verificacion de la correcta colocacion de la canula guia y la correcta difusién
de la sustancia inyectada, se realiza la observacién morfolégica de secciones,
identificando la sefial de la canula guia hacia el ventriculo lateral y se observa si hay
signos de extravasacion de la sustancia inyectada o sefiales de hidrocefalia en el animal
durante la microinyeccion.
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1.5 Inyecciones Subcutaneas.

Otro tipo de administracion de las sustancias ha sido la via subcutanea (SC).
Previamente a la realizacidon de la inyeccidn por via subcutdnea se realiza una pesada
del animal con el fin de poder ajustar tanto la dosis del farmaco administrado como
para ajustar el volumen de administracidn con respecto al peso del animal. El volumen
de administracién que realizaremos sera de 2mL/Kg de animal. Una vez ajustado el
volumen inmovilizaremos al animal momentdneamente cogiendo un pliegue de piel
detras del cuello, lugar donde inyectaremos, comprobando posteriormente
manualmente que el volumen se encuentra subcutaneamente. Todo el proceso se
realizard de forma rapida para evitar causar estrés al animal.

1.6 Técnicas Experimentales
1.6.1 Estudios de Comportamiento Animal
1.6.1.1 Condiciones de la sala de experimentacion.

En la sala de evaluacién conductual se mantienen las condiciones siguientes,
con objeto de no interferir en el patrén conductual de los animales (Griebel et al.,
1993; Kokare et al., 2005):

- La habituacidon y pruebas conductuales se realizan preferentemente
entre las 8:00 h y las 14:00 para evitar interferencias con el ritmo circadiano,
siendo el momento ideal para valorar las conductas en los modelos animales
empleados, ya que los niveles séricos de corticosterona son minimos en esta
franja horaria.

- La intensidad de la luz se mantiene entre 80-90 lux con una luz
oscurecida, tenue y homogénea en la sala.

- Una temperatura ambiente constante de 23+/- 12C

- La habitacion cuenta con un sistema de ventilacion de presién positiva,
que evita la entrada de olores y ruidos externos, que pudieran producir
estrés de los animales, y su posible afectacion conductual.

- Entre cada sujeto evaluado se procede a limpiar cuidadosamente con
alcohol las sefiales olfatorias de territorialidad (orina y defecacidn), con el fin
de no interferir en la conducta del siguiente animal.
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1.6.1.2 Manipulacidén y habituacién de los animales de experimentacion.

Dos dias previos, e inclusive el dia de la realizacién de la prueba, se habittan
las ratas durante una hora manteniendo las mismas condiciones en la habitacion
donde se realizan las pruebas de conducta. El fin de la habituacién es evitar el estrés
inespecifico debido al cambio de las condiciones habituales que tienen en la sala de
estabulacién. Tras la hora de habituacidén, se manipulan durante 2-3 minutos los
animales para exponer al animal al olor y movimientos del manipulador, sin que se
produzca un reconocimiento de éste como una amenaza potencial. Se inmoviliza el
animal durante un corto periodo de tiempo, en el que se inserta una canula de
inyeccion a través de la canula guia con el objetivo de limpiarla y para acostumbrar al
animal a la inyeccidn.

1.6.1.3 Test del Campo Abierto.

Se realiza en un aparato destinado a este fin ( DZsur. S.L) consistente en una
superficie cuadrada de 100 cm x 100 cm con paredes de 50 cm de altura, todo de color
negro. El registro conductual consiste en analizar la actividad espontanea desarrollada
por el animal en el interior del campo abierto. Se delimitan de forma virtual dos zonas
de analisis (Figura 2):

-Zona 1. Correspondiente a la Zona Exterior.
-Zona 2. Correspondiente a la Zona Interior.

Asi como la asociacién sumatoria de las dos zonas, que se denomina arena, y
permite obtener informacidon sobre la conducta del animal en toda la superficie del
campo abierto, lo que permitird a su vez evaluar la actividad locomotora del animal. La
zona interior corresponde aproximadamente a un 25 % de la superficie total.
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100 cm

Figura 2. llustracidon que muestra la delimitacidn virtual del campo abierto. En color rojo la zona exterior
y en color verde la zona interior. El sumatorio de ambas constituye la arena.

Los parametros definidos para evaluar la actividad, son los siguientes:

- Numero de entradas en la zona interior

- Tiempo de permanencia en la zona interior (Segundos, Seg)
- Ladistancia recorrida en la arena (Centimetros, Cm)

- Velocidad media en la arena (Cm/seg)

Tanto un aumento del numero de entradas como del tiempo de permanencia
del animal en la zona interior se correlacionan con un mayor efecto ansiolitico. La
distancia recorrida y la velocidad media son parametros de actividad locomotora
(Rotzinger et al., 2010).

Las ratas se colocan individualmente y se colocan en el centro del campo
abierto donde se dejan que exploren libremente durante 5 minutos. La prueba se
graba en video mediante una videocdmara colocada sobre el campo abierto. La
delimitacion de las zonas y arena se realiza a través del programa informatico
Ethovision XT (Noldus, S.L.) (Figura 3), asi como la definicion de los parametros a
evaluar. El registro informatizado aporta una mayor fiabilidad de los datos y permite, a
su vez, el analisis simultaneo de un gran ndmero de variables.
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Figura 3. Captura de pantalla donde se muestra la definicidn de las zonas de andlisis en el test del campo
abierto en el software de Video Tracking Ethovision XT (Noldus, S.L.).

1.6.1.4. Test del Laberinto Elevado en Cruz.

Se realiza en una estructura de plastico formada por cuatro brazos
perpendiculares de iguales dimensiones, dos de ellos denominados brazos abiertos
(42.5 cm x 15 cm ) y dos denominados brazos cerrados (42.5 cm x 15 cm x 40 cm), de
forma que los brazos de cada tipo son opuestos el uno al otro y conectados por una
plataforma central (15 x 15 cm). Todo el laberinto esta elevado sobre el suelo 100 cm.
El registro conductual consiste en analizar la actividad espontanea desarrollada por el
animal en el laberinto elevado en cruz. Se delimitaron de forma virtual tres zonas de
andlisis (Figura 4):

- Zona 1. Correspondiente a los brazos cerrados.
- Zona 2. Correspondiente a los brazos abiertos.
- Zona 3. Correspondiente a la parte central.
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Figura 4. llustracion que muestra la delimitacidn virtual de las zonas del laberinto elevado en cruz. En
color rojo los brazos cerrados y en color verde los brazos abiertos (A). Aparato de laberinto elevado en
cruz (B).

Asi como la asociacidn sumatoria de las tres zonas, que se denomina arena, y
permite obtener informacién sobre la actividad locomotora del animal en toda la
superficie del laberinto elevado en cruz. Los parametros a evaluar son los siguientes:

- El porcentaje de entradas en los brazos abiertos = [ Entradas brazos abiertos/
Entradas (brazos abiertos + cerrados)] x 100.

- El porcentaje de tiempo en los brazos abiertos = [ Tiempo brazos abiertos/
Tiempo (brazos abiertos + cerrados)] x 100.

- Velocidad media total (cm/seg.)

- Distancia recorrida total (cm)

Tanto un aumento del porcentaje de entradas como del porcentaje de tiempo
de permanencia del animal en los brazos abiertos se correlacionan con un mayor
efecto ansiolitico. La distancia recorrida y la velocidad media son parametros de
actividad locomotora (Rotzinger et al., 2010).

Cada rata se evalla individualmente y se sitla en el centro del laberinto con la
cabeza hacia un brazo abierto, permitiendo que explore libremente durante cinco
minutos. Las pruebas son grabada en video con una videocamara dispuesta encima del
laberinto, la disposicion de las zonas y el analisis de los diferentes parametros son
realizados mediante el programa informatico EthovisionXT (Noldus, S.L.) (Figura 5)
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Figura 5. Captura de pantalla donde se muestra la definicién de las zonas de analisis en el test del
laberinto elevado en cruz, en el software de Video Tracking Ethovision XT (Noldus, S.L.).

1.6.1.5. Test de la Natacion Forzada.

La prueba de la natacién forzada se realiza segun el procedimiento descrito por
Porlsot y colaboradoradores en 1977 (Porlsot et al., 1977). Un tubo de metracrilato de
20 cm de didmetro y 50 cm de longitud se llena de agua a 251 2C de temperatura
hasta una profundidad de 30 cm (Figura 6). La prueba se lleva a cabo en dos sesiones,
la primera sesidon o sesidn de entrenamiento consiste en poner al animal en el aparato
dejandolo que nade libremente durante 15 minutos. 24 horas tras el entrenamiento,
se realiza el test, donde se pondra al animal en el tubo durante 5 minutos, grabando
en video la prueba, mediante una videocamara situada en frente del tubo, para su
posterior analisis.
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Figura 6. (A) llustracidon de la prueba de la natacion forzada donde se muestra al animal realizando
conducta de escalada y de inmovilidad asi como las medidas del aparato (modificado de Kuteeva et al.,
2007). (B) Captura de pantalla de la grabacidn de un animal durante la realizacién de la prueba.

Las conductas a valorar son las siguientes (Kuteeva et al., 2007):

- Inmovilidad: ElI animal permanece inmoévil, flotando en posicidn vertical
realizando sélo los movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del
agua.

- Escalada: ElI animal realiza movimientos vigorosos de forma horizontal
habitualmente contra las paredes del tubo.

- Natacién: El animal nada de forma moderada, pudiendo realizar circulos
alrededor del tubo.

Tanto un aumento en el tiempo de inmovilidad como una disminucion en el
tiempo de escalada se correlaciona con un efecto pro-depresivo (Porlsot et al., 1977;
Kuteeva et al., 2007)

Cada rata es evaluada individualmente, poniéndola en el tubo durante 5
minutos para la realizacion de la prueba. Las pruebas son grabadas y posteriormente
analizadas de forma manual por el investigador ayudandose del programa Raton Time
1.0 (Luis N. Coll, Fixma SL) para la cuantificacion del tiempo de cada conducta.
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1.6.1.6 Test de Evitacion Pasiva.

El test de evitacidn pasiva se realiza segun el protocolo descrito por Misane et
al., 1998. Para ello se utiliza una caja (Shuttle box) con dos camaras separadas
mediante una puerta de guillotina. Las rejillas metalicas utilizadas como suelo en cada
camara estaran conectadas a un generador de descargas eléctricas, todo se controlara
mediante un ordenador y el programa informatico ShutAvoid (Panlab S.L.) (Fig. X).

La caja dispone de dos camaras separadas por una puerta de guillotina, una de
las cdmaras tendra las paredes forradas de blanco y en el techo se le acoplara una
bombilla de 40 W de manera que quedara toda la cdmara iluminada, denominandose
esta cdmara clara. Por el contrario la otra cdmara tendra las paredes de color negro y
no dispondra de iluminacion, denominandose camara oscura.

La prueba se realiza en dos sesiones separadas 24 horas entre si. En la primera
sesion o sesidon de entrenamiento se pone al animal en la cdmara clara dejando que
explore libremente durante 2 minutos, transcurrido este tiempo se abrira la puerta
gue separa ambas cdmaras permitiendo al animal entrar en la cdmara oscura. El
tiempo que tarda el animal en entrar a la cdmara oscura sera registrado y se
denominard Latencia de Entrenamiento. Si el animal no entra voluntariamente
transcurridos 300 segundos se pasaran de forma manual. Una vez el animal haya
pasado a la camara oscura la puerta de separacion se cerrara y al animal se le aplicara
una descarga eléctrica de 0.6 mA durante 5 segundos, posteriormente el animal serd
devuelto a su jaula. Transcurridas 24 horas de la sesién de entrenamiento se
procedera a la realizacion de la segunda sesién que consistird en el test de retencion.
El animal serd puesto en la cdmara clara dejandolo libremente durante 10 segundos,
tras este tiempo se abrird la puerta de separacion entre camaras y el animal tendra
acceso a la cdmara oscura. Se registrara el tiempo que el animal tarda en entrar a la
camara oscura como Latencia de Retencién con un periodo maximo de 600 segundos.
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Evitacion Pasiva
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Figura 7. (A) Esquema del protocolo seguido para la realizacién del test de evitacién pasiva .(B)
Fotografia de la Shuttle Box utilizada para la prueba (Panlab S.L.).

Cada rata se evalua individualmente, los parametros registrados mediante el
programa informatico ShutAvoid (Panlab S.L.) son los siguientes:

- Latencia de Entrenamiento: Tiempo que tarda la rata en cruzar a la cdmara
oscura, con las cuatro patas, en la sesion de entrenamiento.

- Latencia de Retencién: Tiempo que tarda la rata en cruzar a la cdmara oscura,
introduciendo las cuatro patas, en el test de retencién con un tiempo maximo
de 600 segundos.
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1.6.2 Procesamiento del Tejido Cerebral.

El tejido cerebral se va procesar de dos formas diferentes segun las necesidades de
las técnicas en las que lo vayamos a emplear:

A. Tejido cerebral sin fijar: En este caso, se sacrifica al animal mediante
decapitacion. Inmediatamente después se extrae el cerebro y se congela
sumergiéndolo en Isopentano que debe estar a -402C enfriandolo con nieve
carbdnica. De esta manera se produce una congelacion rapida del tejido
evitando la formacién de cristales de hielo que pudieran deteriorar el tejido.
Tras el proceso de congelacién los cerebros se almacenaran a -802C hasta su
posterior procesamiento. El tejido cerebral fresco serd necesario para estudios
de Autorradiografia e Hibridacion in situ.

B. Tejido cerebral fijado: El animal se sacrifica mediante Perfusidn Intracardiaca
como se detallara a continuacidn, quedando de esta forma el tejido cerebral
fijado. El tejido fijado serd necesario para los estudios de experimentos de
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y Ligazén por Proximidad (Duolink).

1.6.2.1 Perfusion Intracardiaca.

Para la perfusidon intracardiaca, el animal anestesiado previamente con
Pentoparbital Sodico, como hemos visto anteriormente, se coloca e posicidn
decubito supino sobre una placa/rejilla adecuada para la recogida de los liquidos
de lavado y fijacion. Se realiza un corte en la piel a la altura del final del esternény
se procede a la separacidon de la piel hasta el final de la caja tordcica, luego
mediante toracotomia se deja expuesto el corazén. Se inyecta en el ventriculo
izquierdo 0.1 mL de Heparina al 5% (Sigma-Aldrich) para evitar que se formen
coagulos de sangre que puedan impedir la perfusién de los liquidos de lavado y
fijacién en los tejidos. Una vez hecho esto de hace un corte en el ventriculo
izquierdo donde insertaremos la canula que ird conectada a la bomba de perfusion
de presion regulable (Masterflex, modelo 7518. Cole Palmer Instrument, EEUU). La
canula se debe insertar en el inicio de la arteria Aorta, donde se procedera a su
fijacion mediante clampado. Tras el accionamiento de la bomba de perfusion se
abrira el circuito de la perfusion dando un corte en la auricula derecha,
permitiendo la salida de la sangre y de los liquidos usados e el proceso.
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En primer lugar se hard pasar una solucion de lavado formada por entre 250-
300mL de Tampon Fosfato Salino (PBS) 0.1M Ph 7.4 :
- NayHPO4-2H,0 (Panreac Quimica SA) 17,8 gr/L
- NaH,PO4 (Panreac Quimica SA) 2 gr/L
- NaCl (Panreac Quimica SA) 0.9%

Posteriormente, se perfunde la solucién de fijado, 300-400 mL de
Paraformaldehido 4% (Sigma-Aldrich) en PBS 0.1M.

Los cerebros se extraen y se les realiza una post-fijacién por inmersion en la
solucion fijadora durante 12-16 horas a 42C.

Una vez terminado este proceso al tejido se le somete a un tratamiento de
crioproteccidon sumergiéndolo en una solucion de Sacarosa al 30% en PBS 0.1M
manteniéndolo en nevera a 42C durante 24-48 horas, hasta que el cerebro se
hunda en la solucion crioprotectora. Tras este paso el tejido se puede congelar
usando isopentano a -402C como hemos explicado anteriormente y se almacena a -
802C hasta su procesamiento.

1.6.2.2 Obtencidon de secciones tisulares

Las secciones tisulares se obtienen mediante el corte del tejido en un
criostato (HM 550, Microm International), con una temperatura constante de -
20°C. Los cerebros se fijan al suporte mediante Tissue-Tek (Sacura). El grosor de
las distintas secciones y su montaje y almacenamiento varia segun el
procedimiento como se describe a continuacién:

A. Tejido cerebral sin fijar: Para los experimentos de autorradiografia se realizan

secciones coronales seriadas de 12 um a nivel de hipocampo-amigdala
(Bregma -3.6 mm) y secciones de 10 um a nivel de rafe dorsal (Bregma -8.0
mm), tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (Paxinos vy
Watson, 1997).
Para los experimentos de hibridacidn in situ se obtienen secciones coronales
de 12 um a los mismos niveles. En ambos procedimientos estos cortes se
colocan sobre portaobjetos previamente tratados (SuperFrost®Plus 25x75x1
mm, Menzel-Glaser), con el fin de evitar que los cortes de tejido se
desprendan durante su incubacion. Los portaobjetos con las secciones se
almacenan a -202C hasta su procesamiento.

B. Tejido cerebral fijado: Para los experimentos de inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia y ligazén por proximidad (Duolink) se obtienen secciones
coronales seriadas de 30 um de grosor a nivel de hipocampo — amigdala (desde
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Bregma -4.16 hasta -1.80 mm) y nivel de rafe dorsal (desde Bregma -7.30 hasta
-8.30 mm) tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson (1997). Las
secciones seriadas se recogen en placas de 24 pocillos, que contienen solucion
de Hoffman para la crioproteccion de las secciones. Pudiéndose guardar estas a
-202C sin que el tejido se congele y evitando asi su deterioro. La solucién de
Hoffman contiene para un litro:

-250 mL PB 0.4M

-300 mL Etilenglicol (Sigma-Aldrich)

-300 gr Sacarosa

- 10gr Polivinilpirrolidona (Sigma-Aldrich)
-9 gr NaCl (Sigma-Aldrich)

Quedando la solucién tamponada en PBS 0.1M.

1.6.3 Autorradiografia.

Para estudiar los efectos de la GAL(1-15) sobre la unién del ligado de los
receptores 5HT1A, se realizan experimentos de Saturacion con agonistas de S5HT1A
marcados, siguiendo protocolos previamente descritos (Diaz-Cabiale et al., 2000).

Para los experimentos de saturacion se utilizd como ligando el agonista de
5HT1A marcado [3H]-OH-DPAT (Perkin Elmer, EEUU), en 10 concentraciones crecientes
de 0,26 a 10 nM, siguiendo protocolos previamente descritos (Diaz-Cabiale et al.,
2000).

Para cada grupo experimental se dispusieron 2 grupos de 10 secciones
adyacentes para estudiar las uniones totales y las no especificas, con lo que cada
concentracion evaluada tiene su propio control. Para evaluar el efecto producido por
la unidén no especifica, se utilizdé Serotonina (5HT) a una concentracién de 10 uM.

Las secciones se preincubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en
tampdn de incubacion:

-Tris-Clorhidrico 50mM (pH 7,7).
- CaCl, 4mM
-Pargilina 10 uM

- Acido Ascérbico 0.01%
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Posteriormente se incubaron en la solucién anterior, afiadiendo [3H]-OH-DPAT
en 10 concentraciones crecientes partiendo de 0,26 nM a 10 nM.

La incubacion se realiza en condiciones de equilibrio y a temperatura ambiente
durante 60 minutos, tras lo cual las secciones se lavan durante 5 minutos en tampdn
Tris-Clorhidrico 50 mM (pH 7,7), se aclaran con agua destilada (0-42C) y se secan bajo
una corriente de aire frio. Una vez completamente secas, estas secciones se exponen a
una pelicula sensible de tritio (Kodak Biomax MR1, EEUU) durante 6 semanas.

1.6.3.1 Analisis de los Autorradiogramas.

Los autorradiogramas se analizan mediante un sistema de analisis asistido por
ordenador, desarrollado por NIH Imaging (EEUU). Las densidades Opticas se miden
bilateralmente en las areas analizadas, correspondientes a CAl y Giro dentado en el
hipocampo y el nucleo del Rafe doral (Figura 8).

Los valores de densidad dptica obtenidos en los autorradiogramas se expresan
en fmol/mg de proteinas transformandose mediante estandares prefabricados con
polimeros marcados con *H (Amersham Microscale, Bucks, Reino Unido).

Para cada una de las zonas estudiadas, se obtendrd una curva de saturacién
gue permitira calcular los parametros Kd (constante de disociacién) y Bmax (numero
de sitios de unién) mediante el software estadistico GraphPad Prism v 4.0 ( GraphPad
Software, Inc.).
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Figura 8. Esquema representativo de una seccion a nivel de Bregma —3,6 (A) y -8,0 (B) segun el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson, mostrando el drea analizada en la autorradiografia e Hibridacion in
situ. (A) CAly Giro Dentado en el hipocampo y (B) Nucleo del Rafe Dorsal.

1.6.4 Hibridacion in situ.

Para estudiar los efectos de la GAL(1-15) sobre la sintesis de ARNm de los
receptores 5HT1A, se realizan experimentos de Hibridacidon in vitro utilizando
ribosondas contra 5HT1A marcadas, siguiendo protocolos previamente descritos
(Bunneman et al., 1992; Razani et al., 2001).

1.6.4.1 Preparacién y marcaje de la sonda.

La ribosonda de 5HT1A se sintetiza a partir de diferentes fragmentos de ADNc
de rata mediante transcripciéon in vitro. La sonda de 5HT1A se prepara con un
fragmento de ADNc de 910 pb de longitud clonado en el pldsmido pGEM blue. El
plasmido se linealiza mediante Hindlll y se transcribe con la ARN polimerasa T7 para
generar la sonda antisentido. Para generar la sonda sentido (para los controles) el
pldsmido se linealiza con Xbal y se transcribe con la ARN polimerasa SP6.

Tras el marcaje de las sondas con >°S-a-UTP (1000 Ci/mmol, Amersham
Buckinghamshire, UK), las sondas se purifican mediante columnas Nensorb (Dupont) y
se comprueban en un gel (5% poliacrilamida/8M Urea).
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1.6.4.2 Preparacion de las secciones e Hibridacion.

Las secciones se fijan durante 15 minutos con Paraformaldéhido 4% en tampon
fosfato salino (PBS) pH 7.0 a temperatura ambiente. Tras la fijacién las secciones se
lavan en PBS durante 10 minutos y se enjuagan dos veces durante 5 minutos en agua
destilada estéril. Posteriormente, se realiza una desproteinizacién usando HCl 0.1 M
durante 10 minutos tras la cual las secciones se lavan dos veces durante 5 minutos en
PBS para posteriormente realizar una acetilacion mediante una mezcla de
Trietanolamina 0.1 M, pH 8 y Anhidrido acético 0.25 % durante 20 minutos. Esta
acetilacién permite reducir el fondo de la pelicula. Posteriormente las secciones se
lavan dos veces en PBS durante 5 minutos, se deshidratan con concentraciones
crecientes de etanol y se secan bajo una corriente de aire.

Tras la preparacion de las secciones se procede a la pre-hibridacién durante 2
horas en cdmara humeda a 372C con tampdn de pre-hibridacién:

- 50% Formamida desionizada

- 50 mM Tris-HCl pH 7.5

- 25mMEDTA pH 8.0

- 20 mM NacCl

- 0.25 mg/mL ARNt de levadura

- 2.5x Solucién de Denhard (0.05 % Ficoll, 0.05 % Polivinilpirrolidona, 0.05 %
Albumina Bovina).

Tras la retirada del tampon de pre-hibridaciéon de los portaobjetos, las
secciones se sometieron al proceso de hibridacidén bajo cubreobjetos durante 16 horas
a 552C con la solucion de hibridacion:

- 50 % Formamida desionizada
- 20 mM Tris-HCI pH 7.6

- 1mMEDTApHS

- 0.3 M Nacl

- 0.2 M Ditiotreitol

- 0.5 mg/mL ARNt de levadura

- 0.1 mg/mL Acido poliadenilico
- 1x Solucién de Denhardt

- 10 % Destran sulfato

Conteniendo ademds la sonda antisentido marcada ([*>S]- Sonda) (1x10° cpm sonda
ARN/100 pL) o la sonda sentido marcada para las secciones control.

Tras la hibridacidn, los cubreobjetos se quitan sumergiendo los portaobjetos en
tampon citrato salino (SCC) 1x durante 15 minutos a 482C. Posteriormente los
portaobjetos se sumergen en tampdn SCC 2x hasta que los cubreobjetos se despegan,
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tras lo cual se realizan dos lavados de 15 minutos con el mismo tampodn.
Posteriormente, las secciones se tratan con RNAsa A ( 10 pg/mL) durante 60 minutos y
se lavan dos veces en tampdn SSC 2x, SSC 1x durante 5 minutos, tampdn SSC 0.5x
durante 60 minutos a temperatura de hibridacion (552C) y finalmente en tampdn SSC
0.5x durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de los lavados, las secciones
se deshidratan en un gradiente de alcohol y secadas al aire.

Para la deteccidn de la sefial, las secciones fueron expuestas a una pelicula B-
max- Hyperfilm (Amersham, Buckinghamshire, UK) durante dos semanas.

1.6.4.3 Analisis de los Films.

Los films se analizan mediante un sistema de analisis asistido por ordenador,
desarrollado por NIH Imaging (EEUU). Las densidades dpticas se miden bilateralmente
en las areas analizadas, correspondientes a CAl y Giro dentado en el hipocampo vy el
nucleo del Rafe dorsal (Figura 8).

1.6.5 Técnicas Inmunohistoquimicas.

Se emplean animales sin tratar, se perfunden y el tejido sera procesado como
se describié en apartados anteriores. Se emplean varias técnicas, técnicas de
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica simples para la puesta a punto de los
distintos anticuerpos empleados y el estudios de su distribucidn en el tejido y técnicas
de inmunofluorescencia doble para el estudio de la colocalizacidon de los receptores
estudiados. Todas estas técnicas se realizan con secciones en suspension (free-
floating) para facilitar la penetracidn de los anticuerpos en el tejido.

1.6.5.1 Inmunofluorescencia simple.

Mediante esta técnica se valoraran los anticuerpos anti-GALR1 (Santa Cruz
Biotecnology, USA), anti-GALR2 (Alomone Labs Ltd, Israel) y anti-5HT1A (Chemicon Intl.
USA) contra los receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A respectivamente, para optimizar
sus condiciones de uso asi como estudiar la distribucidon de estos receptores en los
nucleos objeto de estudio como son el Hipocampo Dorsal y el nucleo Dorsal del Rafe.
La informacion de cada anticuerpo primario se detalla en la Tabla 1. El procedimiento
general se describe a continuacién.

Se atemperan durante 30 minutos a temperatura ambiente las secciones y
tampones. Una vez las secciones estén a temperatura ambiente, se pasan de la placa
de 24 pocillos a tubos de plastico con PBS 0,01M ph7,4 y se lavan 3 veces durante 10
minutos. Todos los lavados se realizan bajo agitacién continua. Posteriormente y con el
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fin de desenmascarar epitopos no reactivos, por la fijacién con PFA, se realiza una
recuperacion antigénica mediante calor, para ello las secciones se incuban durante 30
minutos a 802C en Buffer Citrato (10mM 4&cido citrico en H,0 destilada, pH 6). Tras
esto, se dejan enfriar a temperatura ambiente en el buffer durante 30 minutos. Tras
dos lavados con PBS, se incuban las secciones durante 20 minutos a temperatura
ambiente en 10mM de Glicina en PBS 0,01M ph7,4. Este paso es fundamental para
reducir la autofluorescencia de radicales aldehido. Se produce una desexcitacion no
radiactiva de dichos radicales o “quenching”. Tras dos lavados con PBS, durante 5
minutos, se realiza la permeabilizacion y el bloqueo de las uniones inespecificas del
tejido, incubando durante 60 minutos a temperatura ambiente, en Triton X-100 0,3% y
BSA 2% en los casos de anticuerpos primarios hechos en especies distinta a la cabra o
en Suero Normal de Conejo al 5% en el caso de anticuerpos primarios realizados en
cabra. Posteriormente se lavan dos veces con PBS y se incuban con los anticuerpos
primarios anti-GALR2 (Alomone Labs Ltd, Israel) 1/250, producido en conejo, anti-
GALR1 (Santa Cruz Biotecnology, USA) 1/250, producido en cabra y anti-5HT1A
(Chemicon Intl. USA) 1/1000, hecho en cobaya, disueltos en PBS con la sustancia de
bloqueo utilizada para cada anticuerpo. La incubacién se mantiene una hora a
temperatura ambiente y durante la noche a 42C en nevera.

Al dia siguiente, tras 3 lavados en PBS de 5 minutos, se procede al revelado de
los anticuerpos primarios, para esto en el caso del anti-GALR2 se incuba con un
anticuerpo anti-conejo producido en cabra, conjugado con el fluorocromo Dylight 488
(Jackson Inmunoresearch, USA), diluido a 1/100, durante 40 minutos a 37°C en
oscuridad, en PBS conteniendo 2 % BSA. En el caso de los anticuerpos anti-GALR1 y
anti-5HT1A se incuban con un anticuerpo biotinilado anti-cabra y anti-cobaya
respectivamente diluido 1/200, para tras una hora de incubacién y dos lavados con
PBS ser incubados durante una 1,5 horas con Estreptavidina ligada con el fluorocromo
Alexa488 (Jackson Inmunoresearch, USA) diluido 1/1000 (Para mas detalle de los
anticuerpos secundarios ver Tabla 2).

Tras tres lavados con PBS se afiade Sudan negro (Black B), al 0,03% en etanol al
70%, durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, ya que al ser un
colorante liposoluble elimina fluorescencia de fondo. Después de tres nuevos lavados
con PBS se incuban las secciones con 4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI)
diluido a 1/200 en PBS 0,01M durante 10 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. EI DAPI se une a las regiones ricas en Adenina y Timina del ADN, con lo que
tefiimos los nucleos neuronales de color azul. Finalmente, y tras lavar 3 veces con PBS
se montan las secciones en portaobjetos usando medio de montaje para fluorescencia
(Dako), y se guardan en oscuridad a 42C en nevera hasta su andlisis.
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Para verificar que el secundario no reconoce otros epitopos inespecificos
presentes en el tejido se realizan controles, en estos, el tejido no se incuba con el
anticuerpo primario lo que debe resultar en una ausencia de marca especifica.

1.6.5.2 Inmunohistoquimica simple.

Mediante esta técnica se valoraran los anticuerpos contra los receptores GALR1
y GALR2 para optimizar las condiciones de uso asi como su distribucién en los nucleos
objeto de estudios tras el revelado quimico de los anticuerpos. El procedimiento
general se describe a continuacién.

Las secciones y tampones se atemperan durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Una vez atemperadas las secciones se pasan de la placa de 24 pocillos a
tubos de plastico con PBS 0,01M ph7,4 y se lavan 3 veces durante 10 minutos. Todos
los lavados y la preincubacion se realizan bajo agitacién continua. Tras esto y con el fin
de eliminar las peroxidasas enddgenas existentes en el tejido se tratan con H,0, al
0,6% durante 20 minutos en oscuridad y agitacién. Posteriormente, tras dos lavados,
se preincuban las secciones en PBS conteniendo Triton X-100 al 0,3% y 2% BSA en el
caso del tejido destinado a GALR2, o Suero Normal de Conejo al 5% para las secciones
destinadas a GALR1, durante 10 minutos. Las secciones se incuban con los anticuerpo
anti-GALR2 (Alomone Labs Ltd, Israel) 1/250, producido en conejo y anti-GALR1 (Santa
Cruz Biotecnology, USA) 1/250, producido en cabra (Para mas informacion de los
anticuerpos primarios ver Tabla 1). La incubacién se realiza en la misma solucion
anterior, durante una hora a temperatura ambiente y durante la noche a 49C en
nevera.

Tras 3 lavados en PBS de 10 minutos, se realiza otra preincubacién con las
mismas condiciones anteriores. Posteriormente se incuban de nuevo con un
anticuerpo biotinilado anti-conejo (Amersham, Inglaterra), diluido 1/200, en el caso de
GALR2 y un anticuerpo biotinilado anti-cabra ( Vector laboratorios inc.), diluido 1/200,
durante una hora a temperatura ambiente, en PBS conteniendo Triton X-100 al 0,3% y
2% BSA (GALR2) o Suero Normal de Conejo 5% (GALR1) (Para mas informacién de los
anticuerpos secundarios ver Tabla 2). Después de lavar de nuevo dos veces en PBS, se
vuelven a preincubar durante 10 minutos las secciones. Posteriormente se tratan con
el complejo Avidina-Biotina unido a peroxidasa (ABC Thermo Cientific) diluido 1/200
durante una hora y a temperatura ambiente.

Una vez finalizada la incubacion los cortes se lavan de nuevo tres veces en
tampon PBS y se procede al revelado de la reaccién utilizando 3- 3’ Diaminobenzidina
(DAB) 0,03% (DAB D-8001 Sigma Aldrich). La solucién de revelado consta de 100 ml de
PBS, 30 mg de DAB y 100 ul de H,0; al 30 %, que al reaccionar con la peroxidasa del
complejo ABC produce una coloracion marrén en los somas celulares. Tras 5 minutos
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de incubacidn la reaccidn se detiene lavando las secciones con PBS tres veces durante
10 minutos.

Posteriormente se deshidratan los cortes mediante lavados durante 3 minutos
en el siguiente orden: uno en Agua destilada; posteriormente uno en Alcohol 60%;
seguidamente uno en Alcohol 90%; dos lavados en Alcohol absoluto y finalmente uno
en Xilol. A continuacién, se afiade medio de montaje DPX (Panreac, Barcelona, Espaiia)
y se coloca un cubreobjetos. Como controles se utiliza la omision del anticuerpo
primario, lo que resulta en una sefial no detectable.

1.6.5.3 Inmunofluorescencias Dobles.

Mediante esta técnica se estudiara la colocalizacion de receptores en células de
lo nucleos objeto de estudios, como son el Hipocampo dorsal y el nucleo Dorsal del
Rafe. Las inmunofluorescencias dobles se realizardn para detectar los receptores
GALR1-GALR2 vy los receptores GALR2-5HT1A. El procedimiento general se describe a
continuacion.

Se atemperan durante 30 minutos a temperatura ambiente las secciones y
tampones. Una vez las secciones estén a temperatura ambiente, se pasan de la placa
de 24 pocillos a tubos de plastico con PBS 0,01M ph7,4 y se lavan 3 veces durante 10
minutos. Todos los lavados se realizan bajo agitacién continua. Posteriormente y con el
fin de desenmascarar epitopos no reactivos, por la fijacidn con PFA, se realiza una
recuperacion antigénica mediante calor, para ello las secciones se incuban durante 30
minutos a 802C en Buffer Citrato (10mM 4&cido citrico en H,0 destilada, pH 6). Tras
esto, se dejan enfriar a temperatura ambiente en el buffer durante 30 minutos. Tras
dos lavados con PBS, se incuban las secciones durante 20 minutos a temperatura
ambiente en 10mM de Glicina en PBS 0,01M ph7,4. Este paso es fundamental para
reducir la autofluorescencia de radicales aldehido. Tras dos lavados con PBS, durante 5
minutos, se realiza la permeabilizacion y el bloqueo de las uniones inespecificas del
tejido, incubando durante 60 minutos a temperatura ambiente, en el caso de la
inmunofluorescencia doble GALR1-GALR2 en Tritdn X-100 0,3% y Albumina Humana
2% y en el caso de GALR2-5HT1A en Triton X-100 0,3% y BSA 2%. Posteriormente se
lavan dos veces con PBS y se incuban, ambas inmunofluorescencias doble, con el
anticuerpo primario anti-GALR2 (AGR-012, Alomone Labs Ltd, Israel) 1/250, producido
en conejo, disueltos en PBS con la sustancia de bloqueo utilizada para cada
inmunofluorescencia. La incubacion se mantiene una hora a temperatura ambiente y
durante la noche a 42C en nevera.
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Al dia siguiente, tras 3 lavados en PBS de 5 minutos, ambas
inmunofluorescencias, se incuban con un anticuerpo anti-conejo producido en ratén,
conjugado con el fluorocromo rojo Dylight 549 (Jackson Inmunoresearch, USA) (Para
mas informacién de los anticuerpos secundarios ver Tabla 2), diluido a 1/100, durante
40 minutos a 372C en oscuridad, en PBS conteniendo la sustancia de bloqueo
especifica para cada inmunofluorescencia doble. Tras tres lavados de 10 minutos en
PBS se incuba el segundo anticuerpo primario, en el caso de la inmunofluorescencia
GALR1-GALR2, anti-GALR1 (Santa Cruz Biotecnology INC, EEUU) producido en cabra, en
una dilucién 1/250 y en el caso de GALR2-5HT1A, anti-5HT1A (Chemicon, USA)
producido en cobaya, en una dilucion 1/1000. Se incuba en PBS con su
correspondiente sustancia de bloqueo, durante una hora a temperatura ambiente y
durante toda la noche a 42C en nevera.

Al dia siguiente, tras tres lavados con PBS, se incuba con el segundo secundario,
que serdn en el caso de la inmunofluoresencia GALR1-GALR2 y GALR2-5HT1A un
anticuerpo biotinilado anti-cabra y anti-cobaya respectivamente diluido 1/200, para
tras una hora de incubacién y dos lavados con PBS ser incubados durante una 1,5
horas con Estreptavidina ligada con el fluorocromo Alexa488 diluido 1/1000 (Jackson
Inmunoresearch, USA) (Para mds informacion de los anticuerpos secundarios ver Tabla
2). Tras tres lavados con PBS se afiade Sudan negro (Black B), al 0,03% en etanol al 70%,
durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, ya que al ser un colorante
liposoluble elimina fluorescencia de fondo. Después de tres nuevos lavados con PBS las
secciones de la inmunofluorescencia GALR2-5HT1A se incuban con 4',6-Diamidino-2-
fenilindol diclorhidrato (DAPI) diluido a 1/200 en PBS 0,01M durante 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. El DAPI se une a las regiones ricas en Adenina y
Timina del ADN, con lo que tefiimos los nucleos neuronales de color azul. Finalmente, y
tras lavar 3 veces con PBS se montan las secciones en portaobjetos usando medio de
montaje para fluorescencia (Dako), y se guardan en oscuridad a 42C hasta su analisis.

Para verificar que no existen reacciones cruzadas entre el secundario de un
receptor y el primario del otro receptor se realizan controles, con omisién del
anticuerpo primario correspondiente.

Antigeno Generado en Origen Tipo
Receptor GALR1 Cabra Santa Cruz Biotecnology (USA) Policlonal
C-20
Receptor GALR2 Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
AGR-012
Receptor 5HT1A Cobaya Chemicon Intl. (USA) Policlonal
AB5406

Tabla 1. Informacién de Anticuerpos primarios utilizados.
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Detecta Generado en Origen Caracteristica

IgG Conejo Cabra Jackson Immunoresearch Dylight 488 (Verde)
(USA)

IgG Cabra Conejo Vector Laboratories inc. Biotinilado

IgG Cobaya Burro Jackson Immunoresearch Biotinilado
(USA)

IgG Conejo Burro Amersham, Inglaterra Biotinilado

IgG Conejo Ratén Jackson Immunoresearch Dylight 549 (Rojo)
(USA)

Tabla 2. Informacién de Anticuerpos secundarios utilizados.

1.6.5.4 Analisis de las técnicas inmunohistoquimicas.

Las imdgenes de los experimentos de inmunofluorescencia se realizan
mediante microscopia confocal, utilizando el microscopio Leica Sp5. Este equipo
dispone de laseres para la excitacién a 405 nm de longitud de onda para DAPI y a 488
nm y 549 nm para la excitacion de los fluorocromos ligados a los anticuerpos
secundarios utilizados. Las imagenes se realizaron de forma secuencial, para evitar
posibles solapamientos de los espectros de emisién de los diferentes fluorocromos. En
el caso de las inmunofluorescencias dobles se utilizaron cuatro canales, uno para el
DAPI, otro para la emisidén en verde y otro para la emisién roja, el dltimo canal es para
la fusidn de la emision verde y la roja (“merge”) dando un color amarillo-anaranjado en
las zonas donde se fusionan ambos espectros. La fusion de ambas sefales permite
estudiar la colocalizacidn de los receptores ensayados.

Las imagenes de los experimentos de inmunohistoquimica fueron tomadas
mediante microscopia Optica, utilizando el microscopio 6ptico Nikon Optiphot-2
acoplado a una video camara Olimpus UC30 unida a un ordenador y controlado por un
programa informatico.
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1.6.6 Ligazon por proximidad (PLA) en tejido.

Mediante esta técnica estudiaremos si los receptores estudiados se encuentran
en estrecha proximidad asi como su localizacidn en los nucleos objeto de estudio como
el Hipocampo Dorsal y el nlicleo Dorsal del Rafe. Esta estrecha proximidad posibilitaria
la formaciéon de complejos heterodimeros. Las pruebas de PLA realizadas se utilizan
para los receptores GALR1-GALR2, GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A siguiendo protocolos
previamente descritos (Borroto-Escuela et al., 2012) asi como las instrucciones del
fabricante (Olink Bioscience, Uppsala, Suecia).

El PLA esta basado en una técnica inmunohistoquimica, en la que la hibridacién
de los oligonucledtidos acoplados a los anticuerpos secundarios posibilita su ligazéon y
amplificacidén al estar situados en proximidad, detectandolo mediante un fluorocromo
especifico (Gullberg et al., 2010; Borroto-Escuela et al.,, 2013) (Olink Bioscience,
Uppsala, Suecia). La reaccién sélo se produce si ambos receptores estan a una
distancia de entre 10 y 20 nm (Borroto-Escuela et al., 2013).

D e ol

Figura 9. llustraciéon que muestra la secuencia de las reacciones producidas en la técnica de ligazén por
proximidad o PLA. (A) Anticuerpos primarios unidos a su epitopo. (B) Deteccion de los anticuerpos
primarios mediante los anticuerpos secundarios ligados a la secuencia de oligonucledtidos. (C)
Hibridacion de los oligonucledtidos. (D) Amplificacion de la secuencia y marcaje de esta mediante
fluorocromo.
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El procedimiento experimental se realiza utilizando animales sin tratar,
perfundidos y el tejido sera procesado como se describié en apartados anteriores. Se
utilizardn secciones en suspension (free-floating) para favorecer la penetracion de los
anticuerpos y demas reactivos. El procedimiento general se describe a continuacion.

Se atemperan durante 30 minutos a temperatura ambiente las secciones y
tampones. Una vez atemperadas, se pasan las secciones de la placa de 24 pocillos a
tubos de plastico con PBS 0,01M ph7,4 y se lavan 3 veces durante 10 minutos. Todos
los lavados se realizan bajo agitacidén continua. Tras esto y con el fin de desenmascarar
epitopos no reactivos, por la fijacion con PFA, se realiza una recuperacién antigénica
mediante calor donde se incuban las secciones durante 30 minutos a 802C en Buffer
Citrato (10mM a&cido citrico en H,0 destilada, pH 6) y se dejan enfriar a temperatura
ambiente en el buffer durante 30 minutos mas. Tras esto, se realizan dos lavados con
PBS y se incuban las secciones durante 20 minutos a temperatura ambiente en 10mM
de Glicina en PBS 0,01M ph7,4 paso fundamental para reducir la autofluorescencia de
radicales aldehido. Posteriormente y tras dos lavados con PBS durante 5 minutos, se
realiza la permeabilizacién y el bloqueo de las uniones inespecificas del tejido,
incubando durante 60 minutos a temperatura ambiente en PBS conteniendo Tritdn X-
100 0,3% y Albumina Humana 2%. Posteriormente se incuban las secciones con los dos
anticuerpos primarios correspondientes en PBS con Albumina humana al 2%, durante
toda la noche a 42°C. La informacion de los anticuerpos primarios se detalla en la Tabla
3.

Una vez transcurrida la incubacion con los anticuerpos primarios se realizan dos
lavados de 5 minutos en Buffer A (Olink Bioscience, Uppsala, Suecia) y se incuban las
secciones con los dos anticuerpos secundarios unidos a los oligonucledtidos
correspondientes, a una dilucidn 1/5, durante 60 minutos a 372C. La informacién de
los anticuerpos secundarios se detallan en la Tabla 4. A continuacion se realizan dos
nuevos lavados y se incuban las secciones durante 30 minutos a 372C en presencia de
la ligasa a una dilucion 1/40, para producir la reaccidn de ligazén. Seguidamente tras
dos lavados con PBS se afiade la polimerasa a una dilucién 1/80 y se incuban las
secciones durante 100 minutos a 372C, para proceder a la amplificacidon y marcaje de
la secuencia de oligonucledtidos. Después de lavar dos veces con Buffer B (Olink
Bioscience, Uppsala, Suecia) durante 10 minutos y un lavado rapido en Buffer B a 0.1X,
se montan las secciones sobre un portaobjetos y se dejan secar a temperatura
ambiente en oscuridad. Se afiade una gota de medio de montaje con DAPI y se cubre
con un cubreobjetos, sellandolo con laca de ufias. Las muestras se mantienen a -202C
hasta su analisis con el microscopio confocal.
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Ensayo Antigeno Generado en Origen Caracteristicas
GALR1-GALR2 Receptor Cabra Santa Cruz Biotec. Policlonal
GALR1 (USA) Uso 1/250.
C-20
Receptor Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
GALR2 AGR-012 Uso 1/250.
GALR1-5HT1A Receptor Cabra Santa Cruz Biotec. Policlonal
GALR1 (USA) Uso 1/250.
C-20
Receptor Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
S5HT1A (USA) 19A9.2
MAB11041 Uso 1/400
GALR2-5HT1A Receptor Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
GALR2 AGR-012 Uso 1/250.
Receptor Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
S5HT1A (USA) 19A9.2
MAB11041 Uso 1/400

Tabla 3. Informacién de anticuerpos primarios utilizados con la técnica de ligazén por proximidad.

Ensayo Detecta Generado en Origen Caracteristicas
GALR1-GALR2 I1gG Cabra Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Conejo Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
GALR1-5HT1A I1gG Cabra Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Raton Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
GALR2-5HT1A IgG Conejo Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Raton Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5

Tabla 4. Informacién de anticuerpos secundarios ligados a sonda de oligonucledtido utilizados con la

técnica de ligazén por proximidad.
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1.6.6.1 Analisis mediante microscopia confocal.

Si ambos receptores estudiados estdan a una distancia de entre 10 a 20 nm
forman unos puntos fluorescentes de color rojo que se observan en el microscopio
(excitados con una longitud de onda de 561 nm). La fluorescencia de DAPI, que marca
nucleos, se observa de color azul (excitados con una longitud de onda de 405 nm).
Ambos se visualizan con un objetivo de 63X en aceite de inmersidn. Para el analisis se
emplea un microscopio confocal (Leica, sp5) con dos laseres activos de excitaciéon y dos
canales separados de recepcidon de la emision. Para la cuantificacion se realizan un
minimo de 8 imagenes por nucleo a estudiar conteniendo de 10 a 20 células cada una,
por tanto cada zona estudiada estara representada por entre 80 y 160 células
cuantificadas. La cuantificacidon se realiza mediante el software especifico Blobfinder
(Olink Bioscience, Uppsala, Suecia).

1.6.7 Generacion de animales Knockdown para el receptor GALR2.

Para la generacién de animales knockdown del receptor GALR2 se siguen
procedimientos previamente descritos (Nakajima et al, 2012).

Los animales con reduccién de la expresion (knockdown) del receptor GALR2 se
generan mediante una inyeccion simple de siRNA dirigido contra el mRNA del receptor
GALR?2 via intracerebroventricular. Para ello, en primer lugar se implanta una canula
crénica intracerebroventricular lateral, mediante cirugia estereotaxica, como se
describe en detalle en apartados anteriores de esta tesis.

Una vez implantada la canula intracerebroventricular y con el animal
anestesiado y colocado en el aparato de estereotaxia se realiza una Unica inyeccion icv,
de 5ug (0.35 nmol) de Accell Smart pool siRNA GalR2 (Dharmacon), utilizando como
vehiculo el medio de cultivo Acell siRNA Delivery Media (Dharmacon) en un volumen
final de 5uL. EI compuesto Accell Smart pool siRNA GalR2 (Dharmacon) estad formado
por cuatro siRNA distintos dirigidos a silenciar el gen del receptor GALR2, ademas el
sistema Accell, consiste en una modificacién quimica que hace que estos siRNA puedan
entrar en las células sin necesidad de utilizar un reactivo de transfeccion y les confiere
una mayor resistencia a la degradacion por RNAsas.

De la misma manera que se generan los animales knockdown GALR2, se
generan animales control, inyectados Unicamente con el vehiculo (Acell siRNA Delivery
Media) y animales siRNA Control, que son animales inyectados con Acell Non-targeting
pool (Dharmacon), consistente en un pool de cuatro siRNAs sin diana, para verificar
gue el sistema Accell no tiene efecto sobre los animales.
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Una vez generados los animales knockdown GALR2 realizamos una curva de
tiempo midiendo los niveles de expresion del receptor GALR2 mediante la técnica de
inmunohistoquimica y los niveles de expresion del mMRNA de GALR2 mediante RT-gPCR,
para determinar el dia de minima expresion del receptor. También se usaran los
animales knockdown GALR2 en pruebas de comportamiento y el tejido de estos
animales se usara en inmunofluorescencia doble y la técnica de ligazén por proximidad
como se detallara a continuacion.

1.6.7.1 Analisis de la expresion de GALR2 mediante inmunohistoquimica en animales
Knockdown GALR2.

Los animales inyectados con siRNA GALR2 se sacrifican 4, 6, 8, 10, 12 y 14 dias
tras la inyeccidon mediante perfusidn cardiaca. Los cerebros son procesados y cortados
como se explica en apartados anteriores, y posteriormente se realiza con este tejido
una inmunohistoquimica contra el receptor GALR2, como se describe en detalle en el
apartado 1.6.5.2 de esta misma seccion. Como controles se utilizaron animales
inyectados con vehiculo (Delivery Media)

Para medir el nivel de expresion de GALR2, se cuantificd la seial obtenida de la
inmunohistoquimica contra GALR2 en dos zonas distintas, la zona CA1 del Hipocampo
dorsal, por ser uno de los nucleos objeto de estudio y la corteza Piriforme, zona
alejada del ventriculo, para comprobar la difusion efectiva del siRNA tras la
administracion icv. La cuantificacion se realizd mediante la medicion de la densidad
Optica de la seiial obtenida con el programa ImageJ (NIH, EEUU).

Para la realizacidn de la cuantificacion, se utilizaron dos animales por dia de
tratamiento, de los cuales se usaron cuatros cortes de tejido por animal, teniendo
finalmente ocho cortes por nucleo y dia de tratamiento.

Se tomaron imdagenes de estos cortes mediante microscopia dptica y sobre
estas se hicieron tres medidas de la densidad 6ptica, por nucleo, a las que se les resté
la medida de densidad 6ptica del fondo de la imagen, con el fin de normalizar la
medida.

1.6.7.2 Analisis de la expresion de ARNm de GALR2 mediante RT-qPCR en animales
Knockdown GALR2.

La cuantificacion del mRNA GALR2 se realiza en animales inyectados con siRNA
GALR2 4, 6, 8 y 14 dias, utilizandose cuatro animales por dia. De la misma manera se
inyectan cuatro animales con el vehiculo (Delivery Media) que serviran como grupo
control. Los animales son sacrificados mediante decapitacién y los cerebros fueron
extraidos rapidamente. La diseccion del hipocampo se realiza manualmente mediante
unas pinzas, sobre una superficie de cristal en contacto con hielo, para mantener la
superficie fria e intentando que el proceso sea lo mas rapido y limpio posible para
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evitar la degradacion del RNA del tejido (Figura 10). Con las pinzas se separan los dos
hemisferios cerebrales y se extrae cada hipocampo (Derecho e izquierdo) con cuidado
de mantener la orientacidn dorsal-ventral. Una vez extraido se divide por la mitad, con
un bisturi, considerando que la mitad superior corresponde con el Hipocampo dorsal y
la mitad inferior con el Hipocampo ventral. El tejido se guarda en un tubo eppendof
estéril en hielo seco para su rdpida congelacidn, posteriormente se guarda a -809C
hasta su posterior procesamiento.

A B

Figura 10. Fotografias representativas de la diseccidn del hipocampo en el cerebro de rata.

Una vez disponemos del tejido, se procede a realizar la extraccion de RNA,
mediante un kit de purificacién especifico para tejido rico en lipidos, RNeasy Lipid
Tissue Kit Mini Kit (Qiagen), siguiendo las especificaciones y el protocolo del fabricante.
Una vez obtenido el RNA, se mide la pureza de este en el espectrofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific) mediante el ratio 260/280 nm, posteriormente se alicuota y se
congela a -802C hasta el siguiente paso.

Posteriormente, se tratan las muestras de RNA purificadas con un enzima
DNasa, para la eliminacion de DNA gendmico que pueda estar presente en las
muestras, con el kit Recombinant DNase | (Rnase-free) (Takara biotechnology),
siguiendo el protocolo del fabricante. Se incuban la muestras con la DNasa | en un
termobloque durante 30 minutos a 372C seguido de un paso de 10 minutos a 802C
para inactivar el enzima. Una vez finalizado el tratamiento con DNasa, se procede a
realizar la retrotranscipcidn de las muestras, para generar cDNA, que servird de molde
para la PCR. Para la retrotrascripcion se utiliza el kit Reverse Transcriptase Core kit
(Eurogentec), siguiendo las instrucciones del fabricante, donde los cebadores utilizados
son oligonucleétidos nonameros aleatorios y el programa consta de un primer paso de
10 minutos a 259C, el paso de retrotranscripcién durante 30 minutos a 482C y un paso
final de inactivacién del enzima de 5 minutos a 952C. Finalmente se realiza con las
muestras la qPCR, esta se lleva a cabo en el termociclador 7500 Real Time PCR system
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(Applied Biosystems). Todas las reacciones se realizaron por triplicado usando como
reactivo el Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

En la PCR se realizan controles negativos de dos tipos, controles sin muestra,
para descartar contaminaciones y controles sin retrotrasncribir, donde la muestra es
RNA, este sirve para descartar la contaminacidén con DNA gendmico, ademas se utiliza
el gen de expresion constante (housekeeping) GAPDH, para normalizar las muestras y
corregir diferencias en cantidad de carga y en amplificacidon. Para realizar la PCR se
utilizaron las siguientes secuencias cebadoras:

- GALR2-Derecho : 5-AACAGGAATCCACAGACC

- GALR2- Inverso: 5-CCCTTTGGTCCTTTAACAAG
- GAPDH-Derecho: 5-GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTC
- GAPDH-Inverso: 5-GAGGCTGGCACTGCACAA

Se siguid un programa estdndar para la amplificacion de las muestras
consistente en una fase de 2 min a 502C seguida de 10 min a 959C, posteriormente se
realizan 40 ciclos de 15 seg a 952C y 1 min a 602. Finalmente se realiz6 a las muestras
una curva de disociacién (melting) donde se sube gradualmente la temperatura,
induciendo la desnaturalizacién de los productos de DNA de doble cadena, lo que
reduce la fluorescencia del colorante (SYBR Green) que se unen a la doble cadena.
Permitiendo diferenciar productos especificos de no especificos.

Se realizd una cuantificaciéon relativa del mRNA respecto del grupo control
(animales inyectados con Delivery Media) y los datos se analizaron mediante el
sistema informatico de Applied por el método comparativo de Ct (AACt), normalizando
las medidas con la expresién de GADPH.

Figura 11. Sistema de PCR a tiempo real 7500 de Applied Biosystems.
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1.6.7.3 Pruebas de comportamiento animal con animales Knockdown GALR2.

Se valora el comportamiento de los animales con reduccién de la expresion del
receptor GALR2 en las pruebas del campo abierto y la natacién forzada.

Una vez conocida, mediante las curvas de tiempo realizadas anteriormente, los
dias de menor expresién del receptor GALR2, los animales knockdown GALR2 realizan
las pruebas de comportamiento del campo abierto (7 dias después de la
administracion del siRNA GALR2) y de la natacion forzada (9 dias después de la
administracion del siRNA GALR2) (Figura 12), segun el procedimiento descrito
anteriormente. Ademas de valorar el comportamiento de los animales con reduccién
de la expresién de GALR2 en las pruebas de conducta, también se valorara la conducta,
en estas pruebas, de animales inyectados con el vehiculo (Delivery Media) asi como los
animales siRNA Control.

Ademas, un grupo de ratas knockdown GALR2 seran inyectadas con GAL(1-15)
3 nmol, para estudiar como la bajada del nimero de receptores GALR2 influye en el
efecto producido por el fragmento GAL(1-15) en las pruebas del campo abierto y la
natacion forzada.

El tejido cerebral de los animales que realizan estas pruebas de
comportamiento, sera fijado mediante perfusidn cardiaca y congelado a -802C para su
posterior utilizacién en técnicas de inmunofluorescencia doble y ligazéon por

proximidad.
15’
ICV GAL(1-15)
7 dias

( Cirugia ]l > [ Campo abierto ] O

A L

i Manipulacién Animal 2 dias %
Inyeccién ICV: Entrenamiento 15 (j e
-SiRNA GALR2 15 .
_S|RNA Control ICV GAL(1-15) ( NataC|oanorzada ] v@
-Vehiculo

v

Extraccion de
cerebros para IHQy
PLA

Figura 12. Esquema representativo del protocolo a seguir en la valoracién de la conducta de animales
knockdown GALR2 en las pruebas del campo abierto y la nataciéon forzada.
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1.6.7.4 Inmunofluorescencia doble GALR1/GALR2 en tejido de rata knockdown
GALR2.

Se realiza la técnica de inmunofluorescencia doble contra los receptores GALR1
y GALR2 en tejido de animales knockdown GALR2 que han realizado anteriormente las
pruebas de comportamiento, tal y como se indica en la Figura 12. El procedimiento de
esta técnica se detalla en apartados anteriores de esta tesis.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia doble contra GALR1 y GALR2, se
pretende comprobar como los animales knockdown, que previamente realizan las
pruebas del campo abierto y de la natacidn forzada, presentan la expresién de GALR2
en las zonas del Hipocampo dorsal y el nucleo dorsal de Rafe, asi como la
colocalizacion celular de los receptores GALR1 y GALR2 en estos nucleos. Ademas,
mediante esta técnica podemos comprobar la especificidad del anticuerpo anti-GALR2
utilizado, ya que una de las formas de comprobacion de la especificidad de los
anticuerpos es mediante la reaccion de este en un tejido con una reduccion de su
proteina diana (knockdown) (Michel et al., 2009).

1.6.7.5 Ligazén por proximidad (PLA) GALR1/GALR2 en tejido de rata knockdown
GALR2.

Se realiza la técnica de ligazdén por proximidad contra los receptores GALR1 y
GALR2 en animales knockdown GALR2 que previamente realizan las pruebas de
comportamiento (Figura 12). El protocolo de este experimento se detalla en apartados
anteriores de esta tesis.

Mediante la técnica del PLA contra GALR1 y GALR2 en animales inyectados con
siRNA GALR2 y que han realizado, previamente, las pruebas de comportamiento del
campo abierto y la natacion forzada, se pretende estudiar la proximidad entre ambos
receptores, lo que permitiria la formacién de complejos heterodimeros, en las zonas
del Hipocampo dorsal y del nucleo dorsal del Rafe. Asi, como cuantificar el nimero de
estos complejos heterodimeros, en estos nucleos.

1.7 Grupos experimentales.
1.7.1 Pruebas de comportamiento animal.
1.7.1.1 GAL(1-15)

Los animales se distribuyen aleatoriamente en grupos experimentales, estos se
conformaron como se detalla a continuacién:
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- Analizar el efecto de la GAL(1-15) en pruebas de ansiedad y depresion animal.

En los experimentos realizados para estudiar el papel del fragmento GAL(1-15)
en pruebas relacionadas con la ansiedad y la depresion, se sigue el procedimiento
siguiente (Figura 13). Los animales tras los dos dias de manipulacién y habituacién a la
sala de conducta, realizaran en primer lugar el Test del campo abierto, posteriormente
el laberinto elevado en cruz y por ultimo el test de la natacion forzada. Entre cada
prueba se esperard siete dias para evitar que el efecto de una prueba afecte a la
siguiente, ademas el orden de los test es de menor a mayor generacion de estrés para
el animal, por el mismo motivo. A los animales se les realizara una inyeccion ICV, 15
minutos antes de la realizacidn de cada test como se muestra en la Figura 13.

7

ICV GAL(1-15)

Postoperatorio 7 dias
[ — ) l l 5 ) ©

Manipulacién Animal 7 Dias

15

$9.4153

ICV GAL(1-15)

Entrenamiento 15’
ICV GAL(1-15) 15 Natacidn Forzada VG)

Figura 13. Procedimiento de realizacién de pruebas de conducta en el estudio del papel de la GAL(1-15)
en las pruebas del campo abierto, laberinto elevado en cruz y natacién forzada.
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Grupo Dosis
Controles 1 LCRa
GAL(1-15) 1 nmol
Controles 2 LCRa
GAL(1-15) 3 nmol
Controles 3 LCRa
GAL(1-15) 6 nmol

Tabla 5. Grupos experimentales de animales en las pruebas del campo abierto, laberinto elevado en

cruz y natacion forzada. N=6-12 ratas por grupo.

Un grupo diferente de animales tras los dos dias de manipulacién y habituacién
a la sala de conducta realizaran el test de evitacidn pasiva, que consta, de dos sesiones,
una de entrenamiento del animal y otra de test, realizando en este caso la inyeccion
ICV 15 minutos antes del entrenamiento. (Figura 14)

A

E X ) ) Postoperatorio 7 dias L X » X J

Manipulacién Animal

15’ : 24 h
Icv Entrenamiento EP Test EP 10’

Figura 14. Procedimiento de realizacién de prueba de conducta en el estudio del papel de la GAL(1-15)
en la prueba de Evitacién pasiva (A). Procedimiento de inyeccion de la GAL(1-15) en la prueba de
Evitacién pasiva (B).
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Grupo Dosis Numero
Controles 1 LCRa 6
GAL(1-15) 1 nmol 10
Controles 2 LCRa 8
GAL(1-15) 3 nmol 7
Controles 3 LCRa 8
GAL(1-15) 6 nmol 9

Tabla 6. Grupos experimentales de animales en la prueba de evitacidn pasiva.

- Analizar la comparacion entre la accion de la GAL(1-15) y de la GAL en pruebas de

comportamiento animal.

En los experimentos realizados para analizar la comparacién entre la accién
de la GAL(1-15) y la GAL en las pruebas del campo abierto y de la natacion forzada se
realizan dos experimentos, en el primero, los animales realizan el test del campo
abierto y en el segundo realizan el test de la natacidén forzada, como se indica en la
Figura 15.

15’
ICV GAL(1-15)
A
Post torio 7 di
L ) i ) ostoperatorio 7 dias l l > E ) J
Manipulacion Animal
15’
B ICV GAL(1-15)

Entrenamiento 15’

ratorio 7 dias

Manipulacion Animal

Figura 15. Procedimiento de realizacidon de pruebas de conducta en la comparacion del efecto de la
GAL(1-15) y la GAL en las pruebas del campo abierto (A) y natacion forzada (B).

103



Material y Métodos

Grupo Dosis Numero
Controles 1 LCRa 5
GAL 3 nmol 8
Controles 2 LCRa 12
GAL(1-15) 3 nmol 6

Tabla 7. Grupos experimentales de animales en la comparacion del efecto de la GAL(1-15) y la GAL en la

prueba del campo abierto.

Grupo Dosis Numero
Controles LCRa 15
GAL 3 nmol 7
GAL(1-15) 3 nmol 7

Tabla 8. Grupos experimentales de animales en la comparacion del efecto de la GAL(1-15) y la GAL en la

prueba de la natacién forzada.

- Analizar la accién del antagonista del GALR2 M871 en el efecto inducido por la GAL(1-

15) en las pruebas del campo abierto y la nataciéon forzada.

Los experimentos para el analisis de la accién del antagonista de GALR2 M871
en el efecto de la GAL(1-15), se llevaron a cabo como indica la Figura 16, donde los
animales tras los dias de manipulacién, realizan en primer lugar la prueba del campo

abierto y 7 dias después la prueba de la natacidn forzada, realizando primero la prueba

gue menos estrés genera a los animales, de manera que la primera prueba no influya

en la que se realiza posteriormente.
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15’
ICV
[ i , ) Postoperatorio 7 dias > L J @
Manipulacién Animal 7 Dias %
Entrenamiento 15’ ”

v | NatacionForzada o

Figura 16. Procedimiento de realizacion de pruebas de conducta en el estudio de la accidn del M871 en
el efecto producido por la GAL(1-15) en las pruebas del campo abierto y la natacién forzada.

Grupo Dosis Numero
Controles LCRa 12/13
GAL(1-15) 3 nmol 6/7

M871 3 nmol 7/8

GAL(1-15)+M871 3 nmol + 3 nmol 8/8

Tabla 9. Grupos experimentales de animales en el estudio de la accién del M871 en el efecto producido
por la GAL(1-15) en las pruebas del campo abierto y la natacidn forzada (numero de animales empleado
en cada prueba respectivamente).

- Animales Knockdown GALR2.

Los animales knockdown GALR2 se emplearon en experimentos de
inmunohistoquimica y RT-qPCR para determinar la curva de tiempo de expresion del
receptor y en las pruebas de comportamiento del campo abierto y la natacidn forzada,
segun el protocolo que se detalla en el apartado 1.7.8 de esta seccidn. Ademas el
tejido de estds ratas knockdown GALR2 se utiliza para los experimentos de
inmunofluorescencia doble y ligazén por proximidad, como también se indica en el
mismo apartado.
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Grupo/tratamiento Dia Numero
Vehiculo (DM) 4 4
SiRNA GALR2 4 2
SiRNA GALR2 6 2
SiRNA GALR2 3 4
SiRNA GALR2 10 2
SiRNA GALR2 12 2
SiRNA GALR2 14 2

Tabla 10. Tabla de los grupos experimentales utilizados para la realizacién de la curva de tiempo
mediante inmunohistoquimica de los animales knockdown GALR2.

Grupo/tratamiento Dia Numero
Vehiculo (DM) 4 4
SiRNA GALR2 4 4
SiRNA GALR2 6 4
SiRNA GALR2 3 4
SiRNA GALR2 14 4

Tabla 11. Tabla de los grupos experimentales utilizados para la realizacion de la curva de tiempo
mediante RT-qPCR de los animales knockdown GALR2.

Grupo/tratamiento Dia Numero
Vehiculo (DM) 4 5/5
siRNA Control 4 5/5

SiRNA GALR2 7/9 7/8
SiRNA GALR2 7/9 8/8
+GAL(1-15) 3nmol

Tabla 12. Tabla de los grupos experimentales utilizados para la realizacién de las pruebas del campo
abierto y de la natacion forzada (dia y nimero respectivamente) con los animales knockdown GALR2.
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1.7.1.2 Interacciéon GAL(1-15)/5HT1A.

1.7.1.2.1 Interaccion de 8-OH-DPAT (SC. 20 min.) y GAL(1-15) (ICV 15 min.) en
pruebas de comportamiento.

En los experimentos realizados para estudiar la interaccion entre el
fragmento GAL(1-15) y el receptor 5HT1A se siguid el siguiente procedimiento (Figura
17). Los animales, tras los dos dias de manipulaciéon y habituacién a la sala de
comportamiento, realizaron la prueba de natacién forzada y siete dias después, el
mismo grupo, realizé el test del campo abierto para evaluar parametros de actividad
locomotora. Los animales fueron administrados por via subcutdnea, con el tratamiento
correspondiente de 8-OH-DPAT, 20 minutos antes de realizar el test y la inyeccidn icv
de GAL(1-15) se realizé 15 minutos antes de la prueba (Figura 17 A).

A

Postoperatorio 7 dias

Cirugia Natacion Forzada

Entrenamiento 15’
Manipulacién Animal 7 dias

Campo Abierto

5’ 15’

> Tests

Gal(1-15)
IcV

DPAT
S.C

Figura 17. Procedimiento de realizacidon de pruebas de conducta en el estudio de la interaccion del
fragmento GAL(1-15) con el receptor 5HT1A en las pruebas de la natacién forzada y campo abierto (A).
Protocolo de administracidn de las sustancias ensayadas (B).
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- Analizar el efecto del 8-OH-DPAT en las pruebas de la natacién forzada y el campo
abierto.

Se estudia el efecto de dos dosis del agonista de los receptores S5SHT1A 8-OH-
DPAT en las pruebas de la natacién forzada y el campo abierto, siguiendo el protocolo
descrito anteriormente (Figura 17 A), administrando 8-OH-DPAT via subcutanea 20
minutos antes de la prueba y LCRa 15 minutos antes de la prueba (Figura 17 B).

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 11/10
8-OH-DPAT +LCRa 0.25 mg/Kg 8/9
8-OH-DPAT +LCRa 0.125 mg/Kg 2/2
8-OH-DPAT +LCRa 0.0625 mg/Kg 5/6

Tabla 13. Grupos experimentales de animales de la curva dosis respuesta de 8-OH-DPAT en las pruebas
de la natacién forzada y el campo abierto (nimero de animales empleado en cada prueba
respectivamente).

- Analizar el efecto de la coadministracién de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-
OH-DPAT en las pruebas de la natacién forzada y el campo abierto.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 11/9
8-OH-DPAT +LCRa 0.0625 mg/Kg 6/5
8-OH-DPAT + 0.0625 mg/Kg + 7/9
GAL(1-15) Lol

Tabla 14. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de dosis no efectivas de GAL(1-15)
y de 8-OH-DPAT en las pruebas de la natacion forzada y el campo abierto (nimero de animales
empleado en cada prueba respectivamente).
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- Analizar el efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL(1-15) con la
dosis efectiva de 8-OH-DPAT en las pruebas de |la natacidon forzada y el campo abierto.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 9/9
8-OH-DPAT +LCRa 0.25 mg/Kg 8/10
8-OH-DPAT + 0.25mg/Kg +1 8/7
GAL(1-15) (7]

Tabla 15. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de la dosis no efectivas de GAL(1-
15) y la efectiva de 8-OH-DPAT en las pruebas de la natacion forzada y el campo abierto (niumero de
animales empleado en cada prueba respectivamente).

1.7.1.2.2 Interaccion de 8-OH-DPAT (SC. 60 min.) y GAL(1-15) (ICV 15 min.) en
pruebas de comportamiento.

En los experimentos realizados para estudiar la interacciéon entre el
fragmento GAL(1-15) y el receptor 5HT1A se siguid el siguiente procedimiento (Figura
18). Los animales, tras los dos dias de manipulaciéon y habituacién a la sala de
comportamiento, realizaron la prueba de natacién forzada y siete dias después, el
mismo grupo, realizé el test del campo abierto para evaluar pardmetros de actividad
locomotora. Los animales fueron administrados por via subcutdnea, con el tratamiento
correspondiente de 8-OH-DPAT, 60 minutos antes de realizar el test y la inyeccidn icv
de GAL(1-15) se realiz6 15 minutos antes de la prueba (Figura 18B).
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A

. i Postoperatorio 7 dias .
Cirugia Natacién Forzada

Entrenamiento 15’
Manipulacién Animal 7 dias

Campo Abierto

B 60’
|
| ]
45’ 15’ —
T ) Test 5’
' Gal(1-15)
ICV
DPAT
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Figura 18. Procedimiento de realizaciéon de pruebas de conducta en el estudio de la interaccién del
fragmento GAL(1-15) con el receptor 5HT1A en las pruebas de la natacién forzada y campo abierto (A).
Protocolo de administracidn de las sustancias ensayadas (B).

- Analizar el efecto del 8-OH-DPAT en las pruebas de la natacién forzada y el campo
abierto.

Se analizan dos dosis del agonista de los receptores SHT1A 8-OH-DPAT en las
pruebas de la natacion forzada y el campo abierto, siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (Figura 18A), administrando 8-OH-DPAT via subcutdnea 60 minutos
antes de la prueba y LCRa 15 minutos antes de la prueba (Figura 18B).

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 5/6
8-OH-DPAT +LCRa 0.125 mg/Kg 6/7
8-OH-DPAT +LCRa 0.25 mg/Kg 8/6

Tabla 16. Grupos experimentales de animales de la curva dosis respuesta de 8-OH-DPAT en las pruebas
de la natacién forzada y el campo abierto (nimero de animales empleado en cada prueba

respectivamente).

110



Material y Métodos

- Analizar el efecto de la coadministracién de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-
OH-DPAT en las pruebas de la natacién forzada y el campo abierto.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 5/4
8-OH-DPAT +LCRa 0.125 mg/Kg 6/6
8-OH-DPAT + 0.125 mg/Kg + 1 7/5
GAL(1-15) (7]

Tabla 17. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de dosis no efectivas de GAL(1-15)
y de 8-OH-DPAT en las pruebas de la natacion forzada y el campo abierto (nimero de animales
empleado en cada prueba respectivamente).

- Analizar el efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL(1-15) con la
dosis efectiva de 8-OH-DPAT en la prueba de |a natacién forzada.

Grupo/tratamiento Dosis NUmero
Control Salino+LCRa 8
8-OH-DPAT +LCRa 0.25 mg/Kg 8
8-OH-DPAT + 0.25 mg/Kg + 1 11
GAL(1-15) nmol

Tabla 18. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de la dosis no efectivas de GAL(1-
15) y la efectiva de 8-OH-DPAT en la pruebas de la natacién forzada.
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- Analizar el efecto de la coadministracién de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-

OH-DPAT en presencia del antagonista de receptores GALR2, en la prueba de Ia

natacion forzada.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino + LCRa 5
8-OH-DPAT + LCRa 0.125 mg/Kg 6
8-OH-DPAT + 0.125 mg/Kg + 1 7
GAL(1-15) nmol
8-OH-DPAT + 0.125 mg/Kg +1 8
GAL(1-15) + M871 nmol + 3 nmol

Tabla 19. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de dosis no efectivas de GAL(1-15)

y de 8-OH-DPAT en presencia del antagonista M871 en la prueba de la natacion forzada.

1.7.1.2.3 Interaccion GAL/5HT1A: Interaccion de 8-OH-DPAT (SC. 60 min.) y GAL (ICV
15 min.) en la prueba de la natacion forzada.

Se realizan experimentos para estudiar la interaccion entre el la molécula
completa de GAL Yy el receptor 5HT1A en la prueba de la natacién forzada. Para esto
los animales realizaron la prueba de natacién forzada, siendo administrados por via
subcutanea, con el tratamiento correspondiente de 8-OH-DPAT, 60 minutos antes de
realizar el test y la inyeccidn icv de GAL se realizé 15 minutos antes de la prueba.

- Analizar el efecto de la molécula completa de GAL en la prueba de la natacién forzada.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control LCRa 9
GAL 1 nmol 6
GAL 3 nmol 7

Tabla 20. Grupos experimentales de animales de la curva dosis respuesta de GAL en la prueba de la

natacion forzada.

112



Material y Métodos

- Analizar el efecto de la coadministracién de las dosis no efectivas de GAL y 8-OH-
DPAT en la prueba de la natacién forzada.

Grupo/tratamiento Dosis Numero
Control Salino+LCRa 5
8-OH-DPAT +LCRa 0.125 mg/Kg 5
8-OH-DPAT + GAL | 0.125mg/Kg+1 7
nmol

Tabla 21. Grupos experimentales de animales de la coadministracion de dosis no efectivas de GALy de
8-OH-DPAT en las pruebas de la natacién forzada.

1.7.2 Estudios a nivel de receptor: Autorradiografia.

1.7.2.1 Influencia del fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de los receptores
5HT1A en el Hipocampo dorsal y Rafe dorsal de rata.

Se realizan experimentos de autorradiografia para estudiar si la GAL(1-15) es
capaz de modular el receptor 5HT1A en los nlcleos objeto de estudio de esta tesis, asi
como la implicacion del receptor GALR2 en esta modulacidn. Para esto se administra
icv GAL(1-15) sacrificandose los animales a los 10 minutos, 2 horas o 5 horas tras la
inyeccion o se coadministra GAL(1-15) junto con M871, antagonista de los receptores
GALR2, sacrificando a los animales tras 10 minutos de la coadministracién, que es el
tiempo mas efectivo, para estudiar la implicacion del receptor GALR2.

-Analizar la influencia del fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de los
receptores 5HT1A en el Hipocampo dorsal y Rafe dorsal.

Grupo/tratamiento Tiempo Dosis Numero
Control 10 min. LCRa 6
GAL(1-15) 10 min. 3nmol 6
Control 2h LCRa 6
GAL(1-15) 2h 3nmol 6
Control 5h LCRa 6
GAL(1-15) 5h 3nmol 6

Tabla 22. Grupos experimentales de animales para el andlisis de la modulacién del receptor 5HT1A
mediada por el fragmento GAL(1-15).
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- Andlisis de la accién del M871 en la influencia del fragmento GAL(1-15) sobre las

caracteristicas de los receptores 5HT1A en el hipocampo dorsal de rata.

Grupo/tratamiento Tiempo Dosis Numero
Control 10 min. LCRa 6
GAL(1-15) 10 min. 3nmol 6
M871 10 min. 3nmol 6
GAL(1-15)+M871 10 min. 3nmol + 3nmol 6

Tabla 23. Grupos experimentales de animales para estudiar la implicacién del receptor GALR2 en la
modulacién del receptor 5HT1A mediada por el fragmento GAL(1-15).

1.7.3 Estudios de la expresion del receptor 5HT1A: Hibridacion in situ.

Se realizan experimentos cuantificacion de mRNA del receptor 5HT1A para
estudiar si la GAL(1-15) es capaz de modificar la expresion del receptor en los nucleos
del Hipocampo dorsal y Rafe dorsal. Para esto se administra icv GAL(1-15)
sacrificandose los animales a las 2 horas y 5 horas tras la inyeccion.

Grupo/tratamiento Tiempo Dosis Numero
Control 2h LCRa 6
GAL(1-15) 2h 3nmol 6
Control 5h LCRa 6
GAL(1-15) 5h 3nmol 6

Tabla 24. Grupos experimentales de animales para estudiar la modificacidon de los niveles de mRNA del
receptor 5HT1A por el fragmento GAL(1-15).
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2. Metodologia en Cultivos Celulares.

2.1 Lineas celulares y transfeccién.
2.1.1 Células HEK-293T

Se utiliza la linea de células HEK-293T para los experimentos de trafico vesicular
(American type Culture Collection, USA). Estas células se cultivan en medio Eagle
modificado por Dulbecco, complementado con 2mM de L-Glutamina, 100 U/ml de
Penicilina/Estreptomicina y un 10% de Suero Fetal Bovino. El crecimiento se
mantienen en estufa a 37 2C y en una atmdsfera con un 5% de CO; en frascos de 75
cm’.

Estas células se transfectaran en funcién de los diferentes experimentos con
cDNA de los receptores GALR1-YFP, GALR2, Rab5-RFP o LAMP-RFP. Para la transfeccién,
las células se pasan a placas de seis pocillos, a una concentracion de un millon de
células por pocillo con cubreobjetos redondos pretratados con Polilisina. Las células se
transfectan con el reactivo Fugene (Promega). Se mantiene la proporcién de medio de
cultivo sin complementar (50 pl), afadiendo el ADNc (1 pg/ul) y el Fugene en la
relacion 1:3 con respecto al cDNA durante 15 minutos. Posteriormente se afade
medio complementado (1ml) y se incuba con las células durante 2 horas. Tras este
periodo de incubacion para llevar a cabo la transfeccién se aspira el medio y se
renueva por medio complementado, para evitar la toxicidad. Las células se dejan en
reposo 24/48 horas antes de realizar los experimentos, para que las células expresen
los receptores transfectados en membrana. Tras este tiempo, se estimulan las células
con los tratamientos correspondientes durante el tiempo que requiera cada condicién
experimental y posteriormente se lavan con PBS y se fijan las células con
Paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente.

2.1.2 Células RN33B

Se utiliza la linea celular derivadas del nucleo del Rafe RN33B (American type
Culture Collection, USA) para los distintos experimentos de PLA, sintesis de 5HT y
expresion de C-Fos y 5HT1A. (Whittemore et al., 1993;Lundberg et al.,, 2002;
Wojciechowski et al., 2002) . Se cultivan en medio DMEM/F12, complementado con
2mM de L-Glutamina, 100 U/ml de Penicilina/Estreptomicina y un 10% de Suero Fetal
Bovino. Se mantienen en crecimiento en estufa a 37 2C y en una atmdsfera con un 5%
de CO, en frascos de 75 cm”.

Los experimentos realizados con este tipo celular, se llevan a cabo sin
necesidad de transfectar los receptores de GAL o 5HT1A, ya que al ser células
derivadas del nucleo del Rafe expresan estos receptores endégenamente. Por lo tanto
las células se mantendran en las distintas placas, donde seran estimuladas con
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diferentes tratamientos y posteriormente se lavan con PBS y se fijan con
Paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Figura 19. Laboratorio de cultivo celular.

2.2 Trafico vesicular de GALR en células HEK-293 tras la incubaciéon con GAL y GAL(1-
15).

2.2.1 Internalizacion de GALR1-YFP en células HEK-293 que expresan GALR1-YFP o
GALR1-YFP y GALR2 tras la estimulaciéon con GAL y GAL(1-15).

Se analiza la modulaciéon de la internalizacidn del receptor GALR1 clonado con
la proteina amarilla fluorescente (YFP), sélo o cuando se coexpresa con el receptor
GALR2, tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15).

Para estos experimentos se siguieron protocolos previamente descritos
(Narvdez et al., 2014).

En primer lugar se pasan las células a placas de seis pocillos, donde
previamente se coloca un cubreobjeto tratado con Polisisina, de manera que las
células se adhieran sobre él, dejando que alcancen wuna confluencia de
aproximadamente el 70%. Posteriormente se realiza la transfeccidon de los ADNc de los
receptores, como se explica en apartados anteriores, dejando el cultivo en medio
suplementado 24 horas para que las células puedan expresar los receptores
transfectados, se cambia el medio suplementado por medio sin suplementar con suero
fetal bovino, para que todas las células estén en la misma fase del ciclo celular, lo cual
se consigue en unas 24 horas.

Posteriormente se procede a la estimulacion de las células con los distintos
tratamientos, GAL y GAL(1-15) ambos en una concentracion de 500 nM durante los
distintos periodos de tiempo de 10, 30, 60 y 120 minutos a temperatura ambiente. Los
pocillos sin estimular servirdn como control (Tiempo O minutos) (los grupos
experimentales se muestran en la Tabla 25). Tras el tiempo de incubacién de cada
grupo, se hace un lavado con PBS a 49C, que detiene el proceso de internalizacién. Las
células se fijan en PAF 4% durante 15 minutos y se montan los cubreobjetos sobre
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portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia con DAPI (Vector), para tefiir
de azul los nucleos celulares. Cada grupo experimental se realiza por duplicado.

El analisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), detectando la
sefial producida por la proteina amarilla fluorescente (YFP) clonada en el receptor
GALR1. El porcentaje de internalizacion del receptor GALR1 se calcula comparando la
fluorescencia total citoplasmatica con la fluorescencia total de la membrana
plasmatica, para esto se utiliza el software propio del microscopio confocal (Leica). Se
analiza entre 10 y 20 células por grupo y tiempo.

Grupo/tratamiento | Tratamiento

Control (Tiempo 0) | Medio de cultivo

GALR1-YFP GAL 500 nM
GALR1-YFP GAL(1-15)
500 nM

GALR1-YFP + GALR2 GAL 500 nM

GALR1-YFP + GALR2 GAL(1-15)
500 nM

Tabla 25. Grupos experimentales de células con sus correspondientes tratamientos. Cada grupo
experimental se analiza a diferentes tiempos: 10, 30, 60 y 120 minutos.

2.2.2 Formacion de endosomas tempranos (Rab5-RFP) en células HEK-293 que
expresan los receptores GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la estimulacion con GAL o
GAL(1-15).

Mediante la deteccidn de la proteina Rab5, proteina presente en endosomas
tempranos (Van der Bliek., 2005), clonada con la proteina roja fluorescente (RFP), se
cuantifica el numero de endosomas tempranos en células HEK-293 transfectadas con
el receptor GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la estimulacidon con GAL y GAL(1-15).

El procedimiento a seguir para llevar a cabo los experimentos, sera muy similar
al seguido en el apartado anterior. Se pasan las células a placas de seis pocillos, donde
previamente se coloca un cubreobjeto tratado con Polisisina, dejando que alcancen
una confluencia de aproximadamente el 70%. Posteriormente se realiza la transfeccion
de los ADNc de los receptores y de la construccion Rab5-RFP, dejando el cultivo en
medio suplementado 24 horas para que las células puedan expresar los receptores
transfectados, se cambia el medio suplementado por medio sin suplementar con suero
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fetal bovino, para que todas las células estén en la misma fase del ciclo celular.
Posteriormente se procede a la estimulacion de las células con los distintos
tratamientos, GAL y GAL(1-15) ambos en una concentracion de 500 nM durante los
distintos periodos de tiempo de 10, 30, 60 y 120 minutos a temperatura ambiente. Los
pocillos sin estimular servirdn como control (Tiempo O minutos) (los grupos
experimentales se muestran en la Tabla 26). Tras el tiempo de incubaciéon de cada
grupo, se hace un lavado con PBS a 42C. Posteriormente, se fijan las células en PAF 4%
durante 15 minutos y se montan los cubreobjetos sobre portaobjetos con medio de
montaje para fluorescencia con DAPI (Vector). Cada grupo experimental se realiza por
duplicado.

El analisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), detectando la
sefial producida por la proteina roja fluorescente (YFP) clonada en la proteina Rab5. El
nimero de endosomas tempranos se determina por el contaje de estos mediante el
software especifico Blobfinder (Olink Bioscience, Uppsala, Suecia). Se analiza entre 10
y 20 células por grupo y tiempo.

Grupo/tratamiento | Tratamiento
Control (Tiempo 0) | Medio de cultivo
GALR1-YFP + GAL 500 nM
Rab5-RFP
GALR1-YFP + GAL(1-15)
Rab5-RFP S 7
GALR2 + GAL 500 nM
Rab5-RFP
GALR2 + GAL(1-15)
Rab5-RFP 200ini
GALR1-YFP + GALR2 GAL 500 nM
+ Rab5-RFP
GALR1-YFP + GALR2 GAL(1-15)
+ Rab5-RFP =00t

Tabla 26. Grupos experimentales de células con sus correspondientes tratamientos. Cada grupo
experimental se analiza a diferentes tiempos: 10, 30, 60 y 120 minutos.
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2.2.3 Formacion de lisosomas (LAMP1-RFP) en células HEK-293 que expresan los
receptores GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15).

La formacién de lisosomas, se cuantifica, mediante la sefial producida por la
proteina presente en lisosomas LAMP1 (Fichter et al., 2010), clonada con la proteina
roja fluorescente (RFP), en células HEK-293 transfectadas con el receptor GALR1-YFP,
GALR2 o ambos tras la estimulacién con GAL y GAL(1-15).

El procedimiento es similar, al descrito en el apartado anterior, donde las
células en placas de seis pocillos y transfectadas con las diferentes construcciones
(Tabla 27), se incubaran con GAL 500 nM o GAL(1-15) 500 nM durante los tiempos O,
10, 30, 60 y 120 minutos. Donde las células a tiempo 0, seran mantenidas en medio de
cultivo y se utilizardn como controles. Tras el tiempo de incubacién, las células se
fijaran y montaran en portaobjetos como también se describe en apartados anteriores.

El analisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), detectando la
sefial producida por la proteina roja fluorescente (YFP) clonada en la proteina LAMP1.
El nimero de lisosomas en cada condicidn experimental se determina por el contaje
de estos mediante el software especifico Blobfinder (Olink Bioscience, Uppsala, Suecia).
Se analiza entre 10 y 20 células por grupo y tiempo.

Grupo/tratamiento | Tratamiento
Control (Tiempo 0) | Medio de cultivo
GALR1-YFP + GAL 500 nM
LAMP1-RFP
GALR1-YFP + GAL(1-15)
LAMP1-RFP S 7
GALR2 + GAL 500 nM
LAMP1-RFP
GALR2 + GAL(1-15)
LAMP1-RFP S 7
GALR1-YFP + GALR2 GAL 500 nM
+ LAMP1-RFP
GALR1-YFP + GALR2 GAL(1-15)
+ LAMP1-RFP S0

Tabla 27. Grupos experimentales de células con sus correspondientes tratamientos. Cada grupo

experimental se analiza a diferentes tiempos: 10, 30, 60 y 120 minutos.
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2.3 Inmunofluorescencia contra los receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A en células
RN33B.

Mediante esta técnica se valorara si las células, derivadas del nucleo del Rafe,
RN33B expresan los receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A de forma enddgena en las
condiciones utilizadas para el cultivo.

El procedimiento, es muy similar al de inmunofluorescencia simple en tejido,
con algunas particularidades. En primer lugar las células se siembran directamente en
unas camaras adheridas sobre portaobjetos (Figura 20), donde se dejan que las células
crezcan hasta alcanzar aproximadamente el 70% de confluencia. Posteriormente, las
células son fijadas mediante PAF al 4% durante 15 minutos y tras esto lavadas con PBS.
De esta manera las células estan preparadas para la técnica inmunocitoquimica. Todos
los lavados se realizaran bajo agitacion suave continua. En primer lugar se incubaran
las células durante 20 minutos a temperatura ambiente con Glicina 20 nM en PBS
0.01M y pH 7,4 para reducir la autofluorescencia de los radicales aldehido producidos
durante la fijacion. Tras un lavado con PBS durante 5 minutos, se realiza la
permeabilizacion de las células mediante la incubacién con Triton X-100 0,1% durante
10 minutos, posteriormente se hacen dos lavados de 5 minutos con PBS y se incuban
con BSA 2% durante 30 minutos para el bloqueo de las uniones inespecificas. Tras esto
se incuban con los anticuerpos primarios (Tabla 28) una hora a temperatura ambiente
y toda la noche a 42C en cdmara fria. Al dia siguiente y tras atemperar las células se
lavan durante 10 minutos con PBS y se incuban con el anticuerpo secundario (Tabla 29)
durante 1 hora en oscuridad. Posteriormente, se lava el anticuerpo secundario no
unido y se deja secar para su posterior montaje con medio para fluorescencia. El
analisis de las inmunofluorescencias se lleva a cabo mediante microscopia confocal
(Leica, SP5).

Antigeno Generado en Origen Tipo
Receptor GALR1 Cabra Santa Cruz Biotecnology (USA) Policlonal
C-20
Receptor GALR2 Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
AGR-012
Receptor 5HT1A Raton Millipore Corp. Monoclonal,
(USA) MAB11041 clon 19A9.2

Tabla 28. Informacidn de Anticuerpos primarios utilizados.
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Detecta Generado en Origen Caracteristica
IgG Cabra Pollo Invitrogen (USA) Alexa 594 (Rojo)
IgG Conejo Burro Invitrogen (USA) Alexa 488 (Verde)
IgG Ratén Cabra Invitrogen (USA) Alexa 546 (Rojo)

Tabla 29. Informacién de Anticuerpos secundarios utilizados.

Figura 20. Camara utilizada para los experimentos de cultivo celular

2.4 Ligazon por proximidad (PLA) GALR1/GALR2, GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A en
células RN33B.

Mediante esta técnica estudiaremos si los receptores estudiados se encuentran
en estrecha proximidad en el citoplasma de las células derivadas del nucleo del Rafe
RN33B. Esta estrecha proximidad posibilitaria la formacion de complejos
heterodimeros. Las pruebas de PLA realizadas son contra los receptores GALR1-GALR2,
GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A. Se seguirdn protocolos previamente descritos (Borroto-
Escuela et al., 2012) asi como las instrucciones del fabricante para cultivo celular (Olink
Bioscience, Uppsala, Suecia).

El procedimiento experimental, es similar al detallado en el apartado 1.6.6 de
esta misma seccién, con algunas modificaciones. En este caso, el tejido del que se
parte, es un cultivo de células RN33B con una confluencia del 70% aproximadamente
en una camara adherida sobre un portaobjeto. Las células se fijan con PAF al 4%
durante 15 minutos, como se detalla en el apartado anterior. Los anticuerpos
primarios y secundarios utilizados para estos experimentos se detallan en las Tablas 30
y 31.
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Ensayo Antigeno Generado en Origen Caracteristicas
GALR1-GALR2 Receptor Cabra Santa Cruz Biotec. Policlonal
GALR1 (USA) Uso 1/250.
C-20
Receptor Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
GALR2 AGR-012 Uso 1/250.
GALR1-5HT1A Receptor Cabra Santa Cruz Biotec. Policlonal
GALR1 (USA) Uso 1/250.
C-20
Receptor Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
S5HT1A (USA) 19A9.2
MAB11041 Uso 1/400
GALR2-5HT1A Receptor Conejo Alomone Lab. (Israel) Policlonal
GALR2 AGR-012 Uso 1/250.
Receptor Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
S5HT1A (USA) 19A9.2
MAB11041 Uso 1/400

Tabla 30. Informacidn de anticuerpos primarios utilizados con la técnica de ligazdén por proximidad.

Ensayo Detecta Generado en Origen Caracteristicas
GALR1-GALR2 I1gG Cabra Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Conejo Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
GALR1-5HT1A IgG Cabra Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Raton Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
GALR2-5HT1A IgG Conejo Burro Olink Bioscience, Sonda PLUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5
IgG Raton Burro Olink Bioscience, Sonda MINUS
Uppsala, Suecia. Uso 1/5

Tabla 31. Informacién de anticuerpos secundarios ligados a sonda de oligonucleétido utilizados con la

técnica de ligazén por proximidad.

El andlisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), indicando la

presencia de sefial que los receptores estudiados estdn a una distancia de entre 10 a

20 nm, lo que permitiria la formacién de complejos heterodimeros.
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2.5 Sintesis y almacenamiento de Serotonina (5HT) en células RN33B, tras la
estimulaciéon con GAL y GAL(1-15).

Se cuantifica la sintesis y almacenamiento de 5HT, mediante
inmunofluorescencia, tras la incubacion de las células RN33B con GAL y GAL(1-15)
siguiendo protocolos previamente descritos (Borroto- Escuela et al., 2012).

Se sigue el procedimiento descrito en la Figura 21. En primer lugar las células
RN33B se pasan a una cdmara con varios pocillos adherida sobre un portaobjeto
(Figura 20), donde se dejan crecer hasta una confluencia del 70% aproximadamente,
una vez tengamos las células en con esta confluencia se incuban durante 1 hora a 372C
en una atmosfera con un 5% de CO, (condiciones normales de crecimiento) con los
diferentes tratamientos, GAL 100 nM, GAL(1-15) 100 nM o se dejan con medio de
cultivo, estas células que servirdan de grupo Control. Tras la incubacidn, se sustituye el
tratamiento por medio de cultivo complementado durante una hora mas, tiempo en el
cual las células se recuperan y podran producir S5HT. Pasada esta hora de recuperacién
las células seran fijadas como se explica en apartados anteriores. Una vez tengamos las
células fijadas, se realiza una inmunofluorescencia, siguiendo los pasos descritos en el
apartado 2.3 de esta seccién, utilizando como anticuerpo primario anti-5HT
monoclonal fabricado en conejo (1/5000; Sigma-Aldrich) y como anticuerpo
secundario el anti-conejo fabricado en burro conjugado al fluorocromo Alexa-488
(1/2000; Invitrogen).

El analisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), cuantificando
la inmunorreactividad de 5HT con el software especifico del microscopio (Leica). Se
cuantificaron 30 células por condicidn experimental y se realizaron dos experimentos
independientes (60 células por condicidn).

i L, @ Recuperacidn con . .
Estimulacién Fijacion de célulasy

= médio de cultivo

con agonista Inmunofluorescencia
complementado

Medio cultivo
Gal29 100nM
Gall5 100nM

Figura 21. Procedimiento seguido en los experimentos de cuantificacion de sintesis y almacenamiento
de Serotonina (5HT).
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2.6 Expresidn de la proteina C-Fos y del receptor 5HT1A por inmunofluorescencia en
células RN33B, tras la estimulacion con GAL y GAL(1-15).

Para medir la actividad celular en células RN33B tras la incubacién de las células
con GAL y GAL(1-15) se cuantifica la expresion de la proteina nuclear C-Fos mediante
inmunofluorescencia. El mismo experimento servird para cuantificar la expresién del
receptor 5HT1A (de localizacion citoplasmatica) tras la incubacion de las células con
GALy GAL(1-15).

El procedimiento a seguir es similar al apartado anterior (Figura 21). Las células
RN33B se incuban durante 1 hora con GAL 100 nM y GAL(1-15) 100 nM, dejando
pocillos con medio de cultivo para ser usados como controles. Tras la incubacidn las
células se dejan otra hora con medio complementado para su recuperacion tras la cual
se fijan, como se describe en apartados anteriores. Una vez fijadas las células, se les
realiza una inmunofluorescencia doble, siguiendo el protocolo descrito en el apartado
2.3, contra la proteina nuclear C-Fos y contra el receptor 5HT1A, situado en el
citoplasma celular. El detalle de los anticuerpos primarios y secundarios se detallan en
las Tablas 32y 33.

El analisis se realiza mediante microscopia confocal (Leica, SP5), cuantificando
la inmunorreactividad en el nucleo de C-Fos y en el citoplasma de 5HT1A con el
software especifico del microscopio (Leica). Se cuantifican 30 células por condicién
experimental y se realizan dos experimentos independientes (60 células por condicidn).

Antigeno Generado en Origen Tipo
Proteina C-Fos Conejo Santa Cruz Biotecnology (USA) Policlonal
C-52
Receptor 5HT1A Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
(USA) 19A9.2
MAB11041

Tabla 32. Informacidn de Anticuerpos primarios utilizados.

Detecta Generado en Origen Caracteristica
IgG Conejo Burro Invitrogen (USA) Alexa-488 (Verde)
IgG Raton Cabra Invitrogen (USA) Alexa- 546 (Rojo)

Tabla 33. Informacién de Anticuerpos secundarios utilizados.
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2.7 Expresion de la proteina C-Fos y del receptor 56HT1A mediante la técnica de in cell
western en células RN33B, tras la estimulaciéon con GAL y GAL(1-15).

Se realiza, mediante la técnica de in cell western, la cuantificacion de la
expresion de la proteina nuclear C-Fos, como indicador de la actividad celular, y la
cuantificacion de la expresidon del receptor 5HT1A. Para ello se siguen protocolos
previamente descritos ( Borroto-Escuela et al., 2012) y las instrucciones del fabricante
(LI-COR Biosciences).

Se siembran las células derivadas del nucleo del Rafe RN33B en placas de 96
pocillos para in cell western (Li-COR Biosciences), consistentes en placas negras con el
fondo transparentes. Una vez obtenemos la confluencia de las células en los pocillos,
incubamos las células durante 2 horas con los distintos tratamientos consistentes en
GAL 100 nM, GAL(1-15) 100 nM, dejando por lo menos 12 pocillos por placa de células
sin tratar que serviran de grupo control. Una vez trascurrido el tratamiento, se fijan las
células con PAF 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente (Figura 22).
Posteriormente, y siguiendo las guia del fabricante, se realiza la permeabilizacién de
las células mediante 5 lavados de 5 minutos con Triton X-100 0.1%. Tras este paso se
hace un bloqueo con Bloking-buffer Odyssey (LI-COR Bioscience) durante 90 minutos a
temperatura ambiente y agitacion. Posteriormente se incuban las células con los
anticuerpos primarios (Tabla 34) durante toda la noche a 42C. Al dia siguiente y tras 5
lavados con PBS con 0.1% de Tween-20 se incuban con los anticuerpos secundarios
(Tabla 35.) diluidos en Bloking buffer con 0.2% de Tween-20 durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavan 3 veces con PBS con 0.1% de Tween-
20y se guardan las placas a 42C en oscuridad hasta su lectura.

Las placas son escaneadas en el escaner de infrarrojos Odyssey (LI-COR
Bioscience) (Figura 23), dando los valores de fluorescencia de cada pocillo. Sélo se
contabilizaran los pocillos donde las células cubran toda su superficie.

Estimulacion @ | Fijacion de células y
con agonista In cell western

Medio cultivo
Gal29 100nM
Gall5 100nM

Figura 22. Procedimiento seguido en los experimentos de cuantificacion C-Fos y 5HT1A mediante in cell
western.
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Antigeno Generado en Origen Tipo
Proteina C-Fos Conejo Santa Cruz Biotecnology (USA) Policlonal
C-52
Receptor 5HT1A Ratén Millipore Corp. Monoclonal, Clon
(USA) 19A9.2
MAB11041
Tabla 34. Informacidn de Anticuerpos primarios utilizados.
Detecta Generado en Origen Caracteristica
IgG Conejo Cabra Li-COR Bioscience IRDye 800cw (Verde)
IgG Ratén Cabra Li-COR Bioscience IRDye 680 (Rojo)

Tabla 35. Informacién de Anticuerpos secundarios utilizados.

Figura 23. Escaner de infrarrojos Odyssey (LI-COR Bioscience) utilizado para la lectura de placas de in cell

western.
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3. Analisis Estadistico.

3.1 Estudios de comportamiento animal.

Los parametros analizados en las diferentes pruebas de comportamiento
animal se han analizado mediante diferentes test estadisticos seglin el nimero de
grupos experimentales comparados. En el caso de comparacidon entre dos grupos
experimentales se utiliza el test de la t de Student, considerando unos grados de
significacion de p<0.05, p<0.01 y p<0.001. Cuando se comparan tres o mas grupos
experimentales se utiliza un analisis de la varianza de una via (ANOVA), seguida de
test pos hoc de Newman-Keuls para comparar las diferencias entre los distintos grupos
experimentales o el test pos hoc de Dunnett en el caso de comparacién entre los
grupos experimentales con el grupo control, en ambos casos se establecieron los
grados de significacién en p<0.05, p<0.01 y p<0.001.

3.2 Autorradiografia

En los experimentos de autorradiografia donde se estudia la modulacion de los
receptores 5HT1A producida por el fragmento GAL(1-15) se comparan valores de Kd o
de Bmax entre dos grupos experimentales, animales control o inyectados con GAL(1-
15) utilizando para el analisis estadistico el test de la t de Student, considerando unos
grados de significacion de p<0.05, p<0.01 y p<0.001. En el caso de los experimentos
donde se estudia la implicacion del receptor GALR2 en la modulacion del 5HT1A
mediada por GAL(1-15) se comparan mas de dos grupos experimentales y se utiliza un
analisis de la varianza de una via (ANOVA), seguida de test pos hoc de Newman-Keuls
con grados de significacidon en p<0.05, p<0.01 y p<0.001.

3.3 Hibridacion in situ

Para el analisis estadistico de los experimentos de hibridacién in situ donde se
estudia la modificacién de los niveles de mRNA del receptor 5HT1A tras la
administracion de GAL(1-15) se utiliza el test de la t de Student, considerando unos
grados de significacidon de p<0.05, p<0.01 y p<0.001, al comparar siempre dos grupos
experimentales.

3.4 Ligazén por proximidad (PLA) en tejido.

En el estudio de proximidad entre los receptores GALR1 y GALR2 se
compararon la media de complejos por célula de diferentes zonas del hipocampo
dorsal y el nucleo del Rafe, para esto se utilizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de
una via seguido de un test pos hoc de Newman-Keuls, considerando un grado de
significacion de p<0.001. En el estudio de ligazén por proximidad entre los receptores
GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A, se compara la media de complejos por célula de
GALR1/5HT1A con la media de complejos por célula de GALR2/5HT1A en las diferentes
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zonas estudiadas, utilizando el test de t de Student, con unos grados de significacién
de p<0.01 y p<0.001.

3.5 Generacion de animales Knockdown para el receptor GALR2.

Para el estudio estadistico de la curva de tiempo de expresion de GALR2
mediante inmunohistoquimica se utilizé la prueba de ANOVA de una via seguida del
test pos hoc de Neuwman-Keuls, considerando una significacion de p<0.05, p<0.01 y
p<0.001. En la curva de tiempo de expresion de mRNA de GALR2 realizada por RT-
gPCR, se compararon los distintos dias de la curva con el grupo vehiculo mediante el
test de t de Student considerando un grado de significaciéon de p<0.05.

En los experimentos de ligazédn por proximidad de los receptores GALR1 y
GALR2, se compararon la media de complejos por células en tejido de animal
knockdown GALR2 con la media de complejos por célula en tejido de animal inyectado
con vehiculo, utilizando el test de t de Student con unos grados de significacion de
p<0.05 y p<0.01.

3.6 Experimentos en Cultivos Celulares.

3.6.1 Sintesis y almacenamiento de Serotonina (5HT) en células RN33B, tras la
estimulacién con GAL y GAL(1-15).

En este experimento se realizan tres grupos experimentales comparados entre
si mediante un ANOVA de una via seguido del test pos hoc de Newman-Keuls,
considerando el grado de significacion de p<0.001.

3.6.2 Expresion de la proteina C-Fos y del receptor 5HT1A por inmunofluorescencia
en células RN33B, tras la estimulacion con GAL y GAL(1-15).

En este experimento se realizan tres grupos experimentales, consistentes en
células tratadas con GAL, GAL(1-15) o medio de cultivo como grupo control,
comparados entre si. Para esto de utiliza un analisis de la varianza (ANOVA) de una via
seguido del test pos hoc de Newman-Keuls, estableciéndose los grados de significacién
en p<0.05, p<0.01 y p<0.001.

3.6.3 Expresion de la proteina C-Fos y del receptor 5SHT1A mediante la técnica de in
cell western en células RN33B, tras la estimulacion con GAL y GAL(1-15).

La inmunorreactividad de los tres grupos experimentales medida mediante la
técnica de in cell western se analiza estadisticamente utilizando el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido del post test de Dunn’s, considerando un grado de
significacion de p<0.05.
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1. Estudios de comportamiento animal.
1.1 Efecto de la GAL(1-15) en pruebas de ansiedad y depresion animal.
1.1.1 Test del Campo Abierto.

Para analizar el efecto del fragmento GAL(1-15) en el test del campo abierto, se
administré GAL(1-15) por via Intracerebroventricular (icv) a las dosis de 1, 3 y 6 nmol.
Se observo, que tanto las dosis de 1 nmol como 6 nmol no producen diferencias ni en
el numero de entradas en la zona central (Figura 1A) ni en el tiempo de permanencia
en la zona central del campo abierto (Figura 1B). Sin embargo, la dosis de GAL(1-15) 3
nmol induce una disminucidn significativa en el nimero de entradas en la zona central
de un 42% (p<0.01) (Figura 1A) y un 39% en el tiempo en la zona central (p<0.05)
(Figura 1B) en el campo abierto, lo que sugiere un efecto ansiogénico.
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Figura 1. Representacion gréfica del nimero de entradas a la zona central (A) y tiempo de permanencia
en la zona central (B) del campo abierto tras la administracién de GAL(1-15) a diferentes dosis 1,3y 6
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nmol. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media * error estandar de la
media, del porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. *p< 0.05 y **p<0.01 segln test
de T-Student versus respectivos controles. N= 6-12 ratas por grupo.

No se observaron modificaciones a ninguna de las dosis estudiadas de GAL(1-
15) en los parametros utilizados para medir la actividad locomotora del animal como
son, Distancia Total recorrida y la Velocidad Media de los animales en el campo abierto
(Tabla 1).

Grupo Distancia Total (cm) Velocidad Media (cm/Seg)
Control 3209 +113,9 10,7 0,4

Gal15 1nmol 3458 +159,1 11,5+0,5

Gal15 3nmol 3532 £255,8 11,7 0,8

Gal15 6nmol 3058 +232,5 10,2 +0,8

Tabla 1. Parametros de la actividad locomotora en el campo abierto de los animales inyectados con las
dosis 1, 3 y 6 nmol de GAL(1-15). Los resultados se muestran como la media * error estandar de la
media. N= 6-14 animales por grupo.
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1.1.2 Test del Laberinto Elevado en Cruz.

La administracion Intracerebroventricular (icv) de GAL(1-15) a dosisde 1,3y 6
nmol no producen modificaciones significativas en el porcentaje de entradas en los
brazos abiertos (Figura 2A) ni en el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (Figura
2B), respectos a los animales control.
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Figura 2. Representacion grafica del porcentaje de entradas en los brazos abiertos (A) y porcentaje de
tiempo de permanencia en los brazos abiertos (B) del laberinto elevado en cruz tras la administracién de
GAL(1-15) a diferentes dosis 1, 3 y 6 nmol. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan
como la media + error estandar de la media, del porcentaje de cambio respecto a sus respectivos
controles. N= 6-8 ratas por grupo.

Tampoco existen diferencias entre los animales inyectados con las diferentes
dosis de GAL(1-15) y los controles ni en la Distancia Total recorrida ni en la Velocidad
Media en el laberinto elevado en cruz (Tabla 2).

Grupo Distancia Total (cm) Velocidad Media (cm/Seg)
Control 1823 £78,6 6,2 +0,3

Gall5 1nmol 1610 +58,2 53+0,2

Gal15 3nmol 1745 73,3 5,8 +0,2

Gall5 6nmol 2081 +138 6,6 +0,5

Tabla 2. Parametros de la actividad locomotora en el laberinto elevado en cruz de los animales
inyectados con las dosis 1, 3 y 6 nmol de GAL(1-15). Los resultados se muestran como la media % error
estandar de la media. N= 6-14 animales por grupo.
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1.1.3 Test de la Natacion Forzada.

La curva dosis-respuesta realizada mediante la inyeccién de GAL(1-15) a las
dosis de 1, 3 y 6 nmol muestra que, GAL(1-15) 1 nmol no produce diferencias
significativas en el Tiempo de inmovilidad (Figura 3A) ni en el Tiempo de escalada
(Figura 3B) en el test de la natacién forzada. Sin embrago, GAL(1-15) 3 nmol aumenta
significativamente el Tiempo de inmovilidad (p<0.001) en un 44% (Figura 3A) y
disminuye significativamente el tiempo de escalada (p<0.01) en un 46%. GAL(1-15) 6
nmol mantiene el efecto producido por la GAL(1-15) 3nmol tanto en el aumento
significativo en el tiempo de inmovilidad (p<0.001) (Figura 3A) como en la disminucién
significativa en el tiempo de escalada (p<0.01) (Figura 3B). Estos resultados sugieren
un efecto depresivo por la inyeccidon de GAL(1-15).
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Figura 3. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A) y tiempo de escalada (B) en la prueba de
la natacion forzada tras la administracion de GAL(1-15) a diferentes dosis 1, 3 y 6 nmol. LCRa fue
utilizado como control. Los resultados se expresan como la media * error estandar de la media, del
porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. **p< 0.01 y ***p<0.001 segun test de T-
Student versus respectivos controles. N= 6-8 ratas por grupo.

1.1.4 Test de Evitacion Pasiva.

Como se muestra en la Figura 4, GAL(1-15) 1 nmol no produce diferencias
significativas con respecto al grupo control en la Latencia de entrenamiento,
parametro registrado en la sesidon de entrenamiento en la prueba de evitacién pasiva.
Sin embargo, GAL(1-15) 3 nmol produce una disminucién significativa de la Latencia de
entrenamiento (p<0.01), efecto que se potencia al aumentar la dosis de GAL(1-15) a
6nmol (p<0.001) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica de la latencia de entrenamiento registrada durante la sesion de
entrenamiento en la prueba de la evitacidn pasiva tras la administraciéon de GAL(1-15) a diferentes dosis
1, 3 y 6 nmol. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media * error
estandar de la media, del porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. **p<0.01 y
***p<0.001 segun test de T-Student versus respectivos controles. N= 6-10 ratas por grupo.

Con respecto a la latencia de retencién, registrada durante la segunda sesién
del test de evitacidn pasiva, se observa que tanto las dosis de GAL(1-15) 1nmol como 3
nmol no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control. Sin
embargo, GAL(1-15) 6 nmol disminuyo significativamente la latencia de retencion
(p<0.05) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion grafica de la latencia de retencidn registrada durante la segunda sesién en la
prueba de la evitacidn pasiva tras la administracién de GAL(1-15) a diferentes dosis 1, 3 y 6 nmol. LCRa
fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media, del
porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. *p< 0.05 segun test de T-Student versus
respectivos controles. N= 6-10 ratas por grupo.

1.2 Comparacion entre la accion de la GAL(1-15) y de la GAL en pruebas de
comportamiento animal.

1.2.1 Test del campo abierto.

En la Figura 6 se compara la accién producida por la molécula completa de GAL
a 3nmol, con la accién producida tras la administracion de su fragmento GAL(1-15) a la
dosis de 3nmol en el test del campo abierto. Con respecto al nimero de entradas en la
zona central, la GAL no produce ninguna diferencia significativa respecto al grupo
control, mientras que la administraciéon de GAL(1-15) 3 nmol produce una disminucién
significativa (p<0.01) en el nimero de entradas a la zona central del campo abierto
(Figura 6A). En relaciéon con el tiempo de permanencia en la zona central, la
administracion de GAL 3nmol tampoco produce diferencias significativas con respecto
a los controles, mientras que el fragmento GAL(1-15) 3nmol produce un descenso
significativo de este parametro (p<0.05) (Figura 6B). Por tanto, estos resultados
muestran que es el fragmento GAL(1-15) y no la molécula completa el que tiene accion
en los parametros del test del campo abierto.
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Figura 6. Representacidon grafica de la comparativa del nimero de entradas a la zona central (A) y
tiempo de permanencia en la zona central (B) del campo abierto tras la administracion de GAL y GAL(1-
15) a dosis de 3nmol. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error
estandar de la media, del porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. *p<0.05 y
**p<0.01 segun test de T-Student versus respectivos controles. N= 5-12 ratas por grupo.
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1.2.2 Test de la Natacion Forzada.

La comparativa realizada entre los efectos producidos por la inyeccién de la
molécula completa de GAL y su fragmento GAL(1-15) a la dosis de 3nmol, muestra que
a nivel de tiempo de inmovilidad, el aumento provocado por el fragmento GAL(1-15) a
la dosis de 3 nmol (p<0.001) fue significativamente mayor (p<0.01) que el inducido por
la molécula completa de GAL a la misma dosis (p<0.05) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion grafica de la comparativa del Tiempo de inmovilidad registrado durante el test
de la natacién forzada tras la administracion de GAL y GAL(1-15) a dosis de 3nmol. LCRa fue utilizado
como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001 segun ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 7-15 ratas
por grupo.

Con respecto al tiempo de escalada, se observa que la reduccion significativa en
este parametro producida por la administracién del fragmento GAL(1-15) 3 nmol
(p<0.01) fue significativamente mayor (p<0.05) que la disminucién inducida por la
molécula completa de GAL(p<0.05) (Figura 8). Por lo tanto, podemos observar un
efecto mas potente producido por la administracion del fragmento GAL(1-15) que el
producido por la molécula completa de GAL en el test de la natacién forzada, lo que
sugiere un efecto mas prodepresivo por la GAL(1-15) que por la GAL.
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Figura 8. Representacion grafica de la comparativa del Tiempo de escalada registrado durante el test de
la natacion forzada tras la administracién de GAL y GAL(1-15) a dosis de 3nmol. LCRa fue utilizado como
control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05 y **p<0.01
seglin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 7-13 ratas por grupo.

1.3 Accion del M871, antagonista de receptores tipo 2 de Galanina, en el efecto
inducido por GAL(1-15) en las pruebas del Campo abierto y de la Natacién Forzada.

1.3.1 Test del Campo abierto.

La administracion icv del antagonista M871 a dosis de 3 nmol produce un
aumento significativo (p<0.01) respecto al grupo control en el numero de entradas en
la zona central del campo abierto (Figura 9A). Esta misma dosis del antagonista no
produce diferencias significativas en el tiempo de permanencia del animal en la zona
central (Figura 9B).

Sin embargo, la coadministracién con el antagonista M871 y GAL(1-15), ambos
a dosis de 3nmol, produce un bloqueo significativo (p<0.05) en la disminucion del
numero de entradas inducida por GAL(1-15) (p<0.01) en la zona central del campo
abierto (Figura 9A).

Respecto al Tiempo de permanencia en la zona central (Figura 9B), la
coadministracién del antagonista M871 y GAL(1-15), igualmente produce un bloqueo
significativo (p<0.05) respecto a la disminucién producida por GAL(1-15) 3nmol
(p<0.05).
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Figura 9. Representacion grafica del nimero de entradas en la zona central (A) y del tiempo de
permanencia en la zona central (B) del campo abierto tras la administracion de GAL(1-15) 3nmol, M871
3nmol y la coadministracién de ambos. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan
como la media * error estandar de la media. *p<0.05 versus Gall5; **p<0.01 versus Control y versus
Gal15+M871; ***p<0.001 versus M871; “p<0.05 versus el resto de grupos segin ANOVA de una via
seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 6-12 ratas por grupo.
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1.3.2 Test de la Natacion Forzada.

Como se muestra en la Figura 10, la administracion del antagonista M871 a
dosis de 3 nmol no produce diferencias significativas respecto al grupo control, ni en el
tiempo de inmovilidad (Figura 10A), ni en el tiempo de escalada (Figura 10B) registrado
en el test de la natacion forzada.

Como ocurre en la prueba del campo abierto, la coadministracidon icv del
antagonista M871 3nmol con GAL(1-15) 3nmol, produce un bloqueo significativo
(p<0.01), en el tiempo de inmovilidad, respecto al aumento producido en animales
inyectados con GAL(1-15) 3nmol (p<0.001) (Figura 10A).

Ademas, respecto a el tiempo de escalada, la coadministracién de GAL(1-15)
con M871, ambos a dosis de 3nmol, bloquea significativamente (p<0.01) Ia
disminucion (p<0.05) en el tiempo de escalada producida por la inyeccién de GAL(1-15)
a dosis de 3nmol (Figura 10B).
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Figura 10. Representacion grafica del Tiempo de inmovilidad (A) y del Tiempo de escalada (B) registrado
durante la prueba de la natacién forzada tras la administracién de GAL(1-15) 3nmol, M871 3nmol y la
coadministracién de ambos. LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media
+ error estandar de la media. *p<0.05 versus Gal15+M871; **p<0.01 versus Gall5; ***p<0.001 versus
Control y versus M871; °p<0.05 versus Control segiin ANOVA de una via seguida de post-test de
Newman-Keuls. N= 7-13 ratas por grupo.
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2. Técnicas inmunohistoquimicas.
2.1 Inmunohistoquimica simple.
2.1.1 Inmunohistoquimica de GALR1.

Para determinar la localizacion del receptor GALR1 se ha analizado mediante
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica la expresién del receptor en el Hipocampo
dorsal y en el nucleo dorsal del Rafe. En la inmunofluorescencia utilizamos el
fluorocromo verde Alexa-488 para marcar los receptores GALR1, y los nucleos
celulares, se tifien con DAPI apareciendo de color azul, lo cual permite diferenciar cada
célula y localizar los receptores en la membrana plasmatica.

En los experimentos de inmunohistoquimica se estudiaron las zonas del
Hipocampo dorsal y nucleo del Rafe mediante microscopia dptica, utilizando un
revelado con DAB.

La especificidad de la sefial se comprueba omitiendo el anticuerpo primario,
utilizdndose este experimento como control negativo (Figura 11).

Figura 11. Control primario de la inmunofluorescencia GALR1 en la zona del Giro dentado del
Hipocampo dorsal. Se observa que al omitir el anticuerpo GALR1 no se detecta sefial del fluorocromo
especifico verde.(A) deteccion DAPI (azul), (B) deteccién de GALR1 (verde) y (C) suma de ambos canales.
Barra de escala 50 um.
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A nivel del hipocampo dorsal, observamos la presencia del receptor GALR1 en
las distintas porciones del Cuerno de Ammon (CA1, CA2 y CA3) asi como en el Giro
Dentado (DG). En el nucleo dorsal del Rafe (DR), también se observa sefial especifica
indicando la presencia del receptor GALR1 (Tabla 3). En las Figuras 12 y 13 se muestran
algunas microfotografias representativas del marcaje, mediante inmunofluorescencia
e inmunohistoquimica, de GALR1 en los distintos nucleos.

Nucleo Deteccion de GALR1
CAl Si
Hipocampo Dorsal CA2 Si
CA3 Si
GD Si
Rafe Dorsal RD Si

Tabla 3. Andlisis de la distribucién del receptor GALR1 mediante inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica en el Hipocampo dorsal (Cuerno de Ammon 1, 2 y 3 (CAl, CA2 y CA3
respectivamente) y Giro Dentado (GD)) y el nucleo dorsal del Rafe (RD).
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Figura 12. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la deteccién del receptor
GALR1 (verde) por inmunofluorescencia. Se observa, marcaje positivo de GALR1 en distintas zonas del
Hipocampo dorsal (CA1(A ,B), CA3(E) y GD(C,D) asi como en el Rafe dorsal (RD)(F). Barra de escala 50 um.
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Figura 13. Microfotografias representativas tomadas mediante microscopia éptica de la deteccion del
receptor GALR1 por inmunohistoquimica. Se observa, marcaje positivo de GALR1 en distintas zonas del
Hipocampo dorsal (CA1(A ,B), GD(C,D) y CA3(E) asi como en el Rafe dorsal (RD)(F). Barra de escala 50 um.
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2.1.2 Inmunohistoquimica de GALR2.

Para determinar la distribucién del receptor GALR2 se estudia la expresion del
receptor en los nucleo objeto de estudio. Para ello, se realiza una inmunofluorescencia
donde se marca el receptor GALR2 con el fluorocromo verde Dylight-488 y donde los
nucleos celulares se tifien con DAPI, lo que les confiere un color azul, y permite
distinguir las células y determinar la presencia del receptor GALR2 en el citoplasma.
Ademas analizamos las mismas zonas mediante una inmunohistoquimica con un
revelado quimico.

La especificidad de la sefial se comprueba mediante la omisidn del anticuerpo
de GALR2, mostrandose que no hay sefial especifica producida por el anticuerpo
secundario, dirigido contra él. (Figura 16).

En el analisis de la distribucién del receptor de GALR2 en los nucleos objeto de
estudio, se observa la presencia del receptor en distintas partes del Hipocampo dorsal,
detectandose a lo largo del Cuerno de Ammon (CA1, CA2 y CA3) asi como en el Giro
Dentado (GD). También se obtuvo sefial positiva del receptor GALR2 en el nucleo
dorsal del Rafe (RD) (Tabla 4). En las Figuras 14 y 15 se muestran algunas
microfotografias representativas del marcaje de GALR2 en los distintos nucleos.

Nucleo Deteccion de GALR2
CAl Si
Hipocampo Dorsal CA2 Si
CA3 Si
GD Si
Rafe Dorsal RD Si

Tabla 4. Anilisis de la distribucidn del receptor GALR2 mediante inmunofluorescencia en el Hipocampo
dorsal (Cuerno de Ammon 1, 2 y 3 (CA1, CA2 y CA3 respectivamente) y Giro Dentado (GD)) y el nucleo
dorsal del Rafe (RD).
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Figura 14. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la deteccién del receptor
GALR2 (verde) por inmunofluorescencia. Se muestra, marcaje positivo de GALR2 en distintas zonas del
Hipocampo dorsal (CA3(A ,B), GD(C) y CA1(D).Barra de escala 50 um.
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Figura 15. Microfotografias representativas tomadas mediante microscopia éptica de la deteccién del
receptor GALR2 por inmunohistoquimica. Se observa, marcaje positivo de GALR2 en distintas zonas del
Hipocampo dorsal (A) y el Giro dentado (B) asi como en el Rafe dorsal (RD)(C). Barra de escala 100 um
(A); 50 um (B,C).
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2.2 Inmunofluorescencia doble GALR1/GALR2.

Se ha analizado mediante doble inmunofluorescencia la coexpresion y
colocalizacion celular de los receptores GALR1 y GALR2 en el Hipocampo dorsal y el
nucleo dorsal del Rafe. Para ello, mediante microscopia confocal, se detectan el
fluorocromo verde Alexa-488 para marcar el receptor GALR1 y el fluorocromo rojo
Dylight 549 para la deteccion del receptor GALR2.

Mediante controles primarios se comprueba que la sefal detectada es
especifica, demostrando como al omitir un anticuerpo primario no se detecta la sefial
producida por su fluorocromo especifico (El Control negativo de GALR1 se muestra en
la Figura 11 y el Control negativo de GALR2 en la Figura 16)

Figura 16. Control primario del anticuerpo de GALR2 en la zona CA1 del Hipocampo dorsal. Se observa
que al omitir el anticuerpo GALR2 (B) no se detecta sefial del fluorocromo especifico rojo.(A) deteccion
de GALR1 (verde), (B) deteccion de GALR2 (rojo) y (C) suma de ambos canales. Barra de escala 50 um.
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Al analizar las zonas del Hipocampo dorsal, observamos que los receptores
GALR1 y GALR2 se colocalizan en las mismas neuronas a lo largo del Cuerno de Ammon
(CA1, CA2 y CA3) asi como en el Giro Dentado (GD) (Figuras 17, 18 y 19). También se
observa de forma similar la colocalizacidn de ambos receptores en el nicleo dorsal del
Rafe (RD) (Figura 17). En la Tabla 5 se muestra un resumen de las zonas con
colocalizacién de los receptores GALR1 y GALR2 en el Hipocampo dorsal y el Rafe

dorsal.

En la Figura 17 se observa la deteccién tanto de receptores GALR1 (verde)
como GALR2 (rojo). El marcaje amarillo-anaranjado, indica que ambos receptores se
coexpresan y se colocalizan en la misma neurona, pudiéndose ver un alto grado de

colocalizacion de estos receptores.

Nucleo Deteccion de
GALR1/GALR2
CAl Si
Hipocampo Dorsal CA2 Si
CA3 Si
GD Si
Rafe Dorsal RD Si

Tabla 5. Analisis de la colocalizacién del los receptores GALR1 y GALR2 mediante inmunofluorescencia

doble en el Hipocampo dorsal (Cuerno de Ammon 1, 2 y 3 (CA1, CA2 y CA3 respectivamente) y Giro

Dentado (GD)) y el nucleo dorsal del Rafe (RD).
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Figura 17. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble
de los receptores GALR1 (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacién de ambos receptores
(amarillo naranja). Se observa, colocalizacién de GALR1 y GALR2 en distintas zonas del Hipocampo
dorsal (CA1(A), CA2(B), CA3(C) y GD(D) asi como en el Rafe dorsal (RD)(E). Barra de escala 50 um.
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Figura 18. Fotografia representativa mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble de
los receptores GALR1 (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacion de ambos receptores
(amarillo-naranja). Se muestra, colocalizacién de GALR1 y GALR2 (Rombo) en la zona de CA1l del
Hipocampo dorsal asi como magnificaciones donde se observan células que presentan soélo
inmunorreactividad para GALR2 (cabeza de flecha) y fibras con sefal Unica de GALR1 (flecha). Barra de
escala 50 um.
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Figura 19. Fotografia representativa mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble de
los receptores GALR1 (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacion de ambos receptores
(amarillo-naranja). Se muestra, colocalizacién de GALR1 y GALR2 en la zona de CA3 del Hipocampo
dorsal. Las fechas indican sdlo la presencia de GALR1, las cabeza de fecha muestran Unicamente la
presencia de GALR2 y la colocalizacién de ambos receptores esta indicado por los rombos. En las
magnificaciones se observan tanto células como fibras donde coexisten ambos receptores. Barra de
escala 50 um.
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3. Ligazoén por proximidad (PLA) GALR1/GALR2 en tejido.

Hemos analizado, mediante la técnica de ligazéon por proximidad, si los
receptores GALR1 y GALR2 se encuentran en estrecha proximidad (entre 10 y 20 nm)
en los nucleos estudiados lo que se detecta como puntos rojos. Esta proximidad
permitiria la posible formacién de complejos heterodimeros entre ambos receptores.
Los nucleos celulares se tifien con DAPI, lo que les confiere un color azul, y permite
distinguir las células y determinar la presencia del complejo GALR1-GALR2 en el
citoplasma.

Para comprobar la especificidad de la sefial obtenida, ademas de los controles
primarios que se realizaron en las pruebas de inmunofluorescencias (ver apartados
anteriores), se analizan zonas con ausencia de sefial por la falta de algunos de los
receptores, como es el caso del Cuerpo Calloso (CC). Como se muestra en la Figura 20,
la ausencia de sefial demuestra la especificidad de la sefal.

CcC

Figura 20. Fotografia representativa de zonas negativas en la prueba de ligazén por proximidad como es
el Cuerpo Calloso (CC), debido a la ausencia del receptor GALR2 en esta zona. La ausencia de seiial
positiva en estds zonas, tras el andlisis, demuestra que la sefial encontrada es especifica del complejo
GALR1/GALR2. Barra de escala 50 um.

Al analizar la sefial producida mediante la técnica de ligazén por proximidad en
las zonas del Hipocampo dorsal y el nicleo dorsal del Rafe (Figura 21), observamos que
existe proximidad de los receptores GALR1 y GALR2 (se observan puntos rojos) en
distintas zonas del Hipocampo dorsal, como son el Cuerno de Ammon (CA1, CA2 y CA3)
y el Giro Dentado (GD). En el las neuronas del nucleo dorsal del Rafe (RD) también se
puede observar sefal roja, lo que indica la formacién del complejo GALR1-GALR2.
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Figura 21. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica del PLA de los
receptores GALR1 y GALR2 donde se observa la estrecha proximidad entre ambos receptores (puntos
rojos). Se observa, proximidad entre GALR1 y GALR2 en distintas zonas del Hipocampo dorsal (CA1, CA2,
CA3 y GD asi como en el Rafe dorsal (RD). Barra de escala 10 pum.
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Al realizar la cuantificacidon de estos complejos (puntos rojos) en el citoplasma
celular de las distintas zonas observamos que, como se muestra en la Figura 22, la
media de complejos GALR1-GALR2 por célula, en las distintas zonas del Hipocampo
dorsal (CA1, CA2, CA3 y GD), se mantiene constante, no habiendo diferencias
significativas entre ellas. Sin embargo, se observa un aumento significativo (p<0.001),
de mads del 100% en la media de complejos por célula, en el nucleo del Rafe dorsal con
respecto a las distintas zonas estudiadas del Hipocampo.
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Figura 22. Representacion grafica de la cuantificacién de complejos GALR1-GALR2 en la técnica de PLA.
Se analizan distintas zonas del Hipocampo dorsal (CA1, CA2, CA3 y GD) asi como nucleo dorsal del Rafe
(RD). Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. La cuantificacién fue
realizada sobre 10-20 células por fotografia, y se realizaron 8 fotografias por zona. Cada punto en la
grafica representa una media de entre 10 y 20 células. Se analizaron entre 80 y 160 células por
zona.***p<0.001 versus resto de grupos segin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-
Keuls.

En la Figura 23, se muestra una fotografia representativa de la capa molecular
del giro dentado, en el Hipocampo dorsal, donde no se ve seial positiva de PLA
aunque existen receptores GALR1 y GALR2. Esto confirma que la formacién del
heterodimero es especifica en algunas zonas del cerebro.
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Figura 23. Fotografia representativa de zonas negativas en la prueba de ligazén por proximidad como es
la capa molecular del Giro Dentado (ML DG). La ausencia de sefial positiva en esta zonas demuestra que
la sefial encontrada en otras zonas es especifica del complejo GALR1/GALR2. Barra de escala 50 um.

4. Animales KnockDown para el receptor GALR2.

4.1 Analisis de la expresion de GALR2 mediante Inmunohistoquimica en animales
KnockDown de GALR2.

El modelo de animal knockdown para el receptor GALR2 se generd inyectando
icv siRNA contra GALR2. Se realizd una curva de tiempo con el fin de comprobar el
punto de minima expresion del receptor tras la administracion de siRNA. La expresion
del receptor GALR2 se cuantificd, mediante la técnica de inmunohistoquimica en el
Hipocampo dorsal (CA1), uno de los nucleos objeto de estudio, y en la Corteza
Piriforme, zona alejada del ventriculo. El andlisis en zonas alejadas nos permitid
comprobar la difusidn efectiva del siRNA tras la administracion icv.

Como se muestra en la Figura 24, en el Hipocampo dorsal (CA1) hay una
maxima reduccién de la expresion de GALR2 en el dia 8, en torno al 35% (p<0.001). Esa
reduccion en la expresion del receptor se mantiene durante los dias 10 y 12 volviendo
a niveles de vehiculo al dia 14 tras la administracion del siRNA.
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Figura 24. (A) Representacion grafica de la expresion del receptor GALR2 en el Hipocampo dorsal (CA1),
estimada mediante la cuantificacién de la densidad optica (D.0.) de la sefal obtenida por
inmunohistoquimica, en animales después de 4, 6, 8, 10, 12 y 14 dias de la inyeccidn icv de siRNA GALR2.
**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al grupo inyectado con vehiculo segin ANOVA de una via seguida de
post-test de Newman-Keuls. (B) Microfotografias representativas de la inmunohistoquimica realizada en
animales inyectados con la sustancia vehiculo y animales 8 dias después de la inyeccidon icv de siRNA
GALR2. Barra de escala 50 um.

De la misma manera, en la Corteza Piriforme, se observa una reduccién de la
expresion significativamente (p<0.001) del receptor GALR2, de alrededor del 50%, 8
dias tras la inyeccion del siRNA GALR2. Por tanto, el dia 8 es el de menor expresion del
receptor. El Dia 10, existe también una reduccién significativa (p<0.05) de la expresién
de GALR2, restableciéndose la cantidad de expresion de proteina progresivamente
hasta volver a los niveles del grupo vehiculo el dia 14 (Figura 25). El hecho de que la
expresion de GALR2 se reduce tras la inyeccidn icv del siRNA GALR2 en la Corteza
Piriforme, nucleo alejado del ventriculo lateral, indica que la difusién de la inyeccidon es
optima.
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Figura 25. (A) Representacion grafica de la expresidon del receptor GALR2 en la Corteza Piriforme,
estimada mediante la cuantificacién de la densidad optica (D.0.) de la sefial obtenida por
inmunohistoquimica, en animales después de 4, 6, 8, 10, 12 y 14 dias de la inyeccidn icv de siRNA GALR2.
*p<0.05 y ***p<0.001 respecto al grupo inyectado con vehiculo segin ANOVA de una via seguida de
post-test de Newman-Keuls. (B) Microfotografias representativas de la inmunohistoquimica realizada en
animales inyectados con la sustancia vehiculo y animales 8 dias después de la inyeccién icv de siRNA
GALR2. Barra de escala 50 um.
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4.2 Inmunofluorescencia doble GALR1/GALR2 en tejido de rata Knockdown GALR2.

Mediante inmunofluorescencia doble contra los receptores GALR1 y GALR2
analizamos la reduccidn de la expresidon del receptor GALR2 en los nucleos objeto de
estudio.

Como se observa en la Figura 26 A, se produce una reducciéon del marcaje de
GALR2 (Rojo) en la zona del Hipocampo dorsal (CA1) de los animales Knockdown.
Observando también, que la coexpresion y colocalizacion de GALR2 y GALR1 (amarillo;
merge) queda muy reducida, siendo visible en muy superior medida, el receptor
GALR1 (verde).

De igual forma, en la Figura 26 B, se observa una reduccion de la sefial de
GALR2 (Rojo) en las células del Rafe dorsal comparado con el vehiculo, quedando muy
reducida la coexpresion y colocalizacion de GALR1 y GALR2 en este nucleo (Amarillo;
merge).

Ademas el modelo nos sirve para confirmar la especificidad del anticuerpo anti-
GALR2, asi al observar una reduccién importante de la sefial de GALR2, en animales
donde especificamente se ha reducido la expresion de este receptor, comprobamos
gue la mayor parte de la unién del anticuerpo anti-GALR2 es especifica.

A

Vehiculo

siRNA GalR2

163



Resultados
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Figura 26. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble
de los receptores GALR1 (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacién de ambos receptores
(amarillo-naranja; merge), en animales inyectados con siRNA GALR2, 9 dias antes (Knockdown GALR2) y
animales inyectados con el Vehiculo. (A) Hipocampo dorsal (CA1). (B) Rafe dorsal. Barra de escala 20 um.

4.3 Analisis de la expresion de ARNm de GALR2 mediante RT-qPCR en animales
KnockDown de GALR2.

La expresion de ARN mensajero (ARNm) del receptor GALR2 en el Hipocampo
dorsal se cuantifica mediante PCR a tiempo real (RT-qPCR) para hallar el punto de
minima expresion de ARNm en animales inyectados con siRNA GALR2 en los distintos
dias.

A los 4 dias tras la inyeccion del siRNA se observa una reduccion significativa
(p<0.05) de la expresidon del mensajero del receptor GALR2, reducciéon que perdura
hasta el dia 6. A partir de este dia se vuelve progresivamente a los niveles basales de
vehiculo en el dia 14 (Figura 27).
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Figura 27. (A) Representacion grafica de la expresion del ARNm de GALR2 en el Hipocampo dorsal,
obtenida mediante RT-PCRq, en animales después de 4, 6, 8 y 14 dias de la inyeccion icv de siRNA GALR2.
El resultado de la PCRq fue normalizado con respecto a la expresidon del gen GADPH y expresado en
unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05
respecto al grupo inyectado con vehiculo segun test de T-Student. (B) Imdgenes representativas de los
productos de la PCRq de animales Vehiculo y dia 4 en un gel de agarosa.
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4.4 Efecto de la administracion de la dosis efectiva de GAL(1-15) en animales
Knockdown en las pruebas de la Natacion Forzada y del Campo abierto.

4.4.1 Test de la Natacion Forzada.

Para verificar que el sistema Acell empleado en el silenciamiento del gen del
receptor GALR2 no afecta a ningun parametro de la natacién forzada, generamos
animales siRNA Control (inyectados con siRNA sin diana) y animales Vehiculo
(Inyectados con Delivery Media). Observandose que el sistema Accell no produce
ningun efecto en los parametro del test de la natacién forzada, no existiendo
diferencias significativas ni en el tiempo de inmovilidad, ni en el tiempo de escalada, ni
en el tiempo de natacién medidos durante el test, en ninguno de los grupos de
animales (Tabla 6).

Control (LCRa) Vehiculo (DM) siRNA Control
Tiempo de inmovilidad 12319 102,349 86,8112
(Seg.)
Tiempo de escalada 110,819 67,3122 88,9+15
(Seg.)
Tiempo de natacién 50,58 95,2+40 89+18
(Seg.)

Tabla 6. Tiempo de inmovilidad, escala y natacién en el test de la natacidn forzada, de animales Control
(LCRa), Vehiculo ( Delivery Media) y siRNA Control ( siRNA sin diana). Los resultados se muestran como
la media + error estandar de la media.

Al comparar los animales siRNA Control, los Knockdown GALR2 vy los
Knockdown GALR2 inyectados 15 minutos antes de la prueba con GAL(1-15) 3 nmol,
observamos, que al igual que ocurre en el campo abierto, los animales knockdown
GALR2 no se comportan significativamente diferente de los siRNA Control en los
parametros medidos en el test de la natacion forzada, comprobandose por tanto que
la reduccién de la expresidon del receptor GALR2 no afecta en el test de la natacion
forzada(Figura 28 A, By C).

También se observa, que la reducciéon del receptor GALR2 obtenida en los
animales Knockdown es suficiente para bloquear el efecto producido por la inyeccién
de GAL(1-15) 3nmol en la natacién forzada (Figura 28).
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Figura 28. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada, tras la administracién de siRNA Control, siRNA GALR2 9
dias antes de la prueba (knockdown GALR2) y la Administracién de GAL(1-15) 3nmol 15 minutos antes
de la prueba en animales Knockdown GALR2. Los resultados se expresan como la media * error estandar
de la media. N= 5-8 ratas por grupo.
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4.4.2 Test del Campo Abierto.

Como en el test de la natacidon forzada, el sistema Acell empleado en el
silenciamiento del gen del receptor GALR2 no afecta a ningun parametro del campo
abierto, no observdndose ninguna diferencia entre los distintos grupos de animales
control.

En la Figura 29 se muestra el nimero de entradas y el tiempo de permanencia
en la zona central del campo abierto de animales inyectados con siRNA Control,
animales inyectados con siRNA GALR2 7 dias antes de la realizacién de la prueba
(Knockdown GALR2) y animales knockdown GALR2 a los que se les administra GAL(1-
15) a dosis efectiva de 3 nmol 15 minutos antes de la prueba. Se puede observar, que
no existen diferencias significativas ni en el nimero de entradas (Figura 29 A) ni en el
tiempo de permanencia en la zona central (Figura 29 B) entre los grupos inyectados
con siRNA Control y siGALR2. Comprobandose que los animales que presentan
reducida la expresion del receptor GALR2 no presentan ninguna alteracién en la
prueba del campo abierto. Tampoco se observa diferencia significativa en los
parametros medidos en el campo abierto entre el grupo inyectado con GAL(1-15) en
animales knockdown GALR2 y los grupos siRNA GALR2 y siRNA Control, lo que indica
gue la bajada de la expresion del GALR2 es suficiente para bloquear el efecto
producido por GAL(1-15) tanto en el numero de entradas (Figura 29 A) como en el
tiempo en la zona central (Figura 29 B).
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Figura 29. Representacion grafica del nUumero de entradas en la zona central (A) y del tiempo de
permanencia en la zona central (B) del campo abierto tras la administracion de siRNA Control, siRNA
GALR2 7 dias antes de la prueba (knockdown GALR2) y la Administraciéon de GAL(1-15) 3nmol 15
minutos antes de la prueba en animales Knockdown GALR2. Los resultados se expresan como la media +
error estandar de la media. N= 5-8 ratas por grupo.
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4.5 Ligazdn por proximidad (PLA) GALR1/GALR2 en tejido de rata Knockdown GALR2.

La posible formacion de complejos GALR1-GALR2 se estudia mediante la
técnica de ligazon por proximidad (PLA) en secciones de animales Knockdown GALR2.

Tras la cuantificacidon de los complejos GALR1-GALR2 formados en las distintas
zonas del Hipocampo dorsal (Figura 29), observamos que en CAl se produce una
reduccidn significativa (p<0.01) del numero de complejos GALR1-GALR2 por célula
respecto a los vehiculos (inyectados con Delivery Media), siendo esta reduccion del
40% (Figura 29 A). También se observa una reduccién significativa (p<0.05) en el
numero de complejos formados en las zonas de CA2 y Giro Dentado (GD), no
observandose esta reduccién en CA3 (Figuras 29 B,C y D). En la Figura 30 se muestran
algunas fotografias representativas.
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Figura 30. Representacion grafica de la cuantificacion de complejos GALR1-GALR2 en la técnica de
ligazdon por proximidad en animales Knockdown GALR2 (siRNA GALR2) y Vehiculos. Se analizan distintas
zonas del Hipocampo dorsal (CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C) y GD (D)) .Los resultados se expresan como la
media * error estdandar de la media respecto control. La cuantificacién fue realizada sobre 10-20 células
por fotografia, y se realizaron 8 fotografias por zona. Se analizaron entre 80 y 160 células por
zona.*p<0.05 y **p<0.001 versus Vehiculo segun test de T-Student.
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Vehiculo siRNA GalR2

Fig.X. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica del PLA de los receptores
GALR1 y GALR2 en animales Knockdown GALR2 (siRNA GALR2) y animales Vehiculo. Se observa la
reduccién de complejos GALR1-GALR2 (puntos rojos), en los animales Knockdown GALR2 con respecto a
animales Vehiculo, en las zonas del Hipocampo dorsal CAl y Giro Dentado (GD). Barra de escala 10 um.

Con respecto a la cuantificacion de complejos GALR1-GALR2 en animales
Knockdown GALR2 en el nucleo del Rafe dorsal (RD)(Figura 31), se observa una
reduccidn significativa (p<0.001) en el nimero de complejos formados llegando esta
reduccion al 60% con respecto al grupo de vehiculos.

Todos estos resultados confirman que en animales en los que existen una
disminucion del numero de receptores GALR2, también existen una disminucion de los
complejos GALR1-GALR2.
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Figura 31. (A) Representacion grafica de la cuantificacion de complejos GALR1-GALR2 en la técnica de
PLA en animales Knockdown GALR2 (siRNA GALR2) y Vehiculos en el Rafe dorsal (RD).Los resultados se
expresan como la media % error estandar de la media respecto control. La cuantificacion fue realizada
sobre 10-20 células por fotografia, y se realizaron 8 fotografias por zona. Se analizaron entre 80 y 160
células por zona.***p<0.001 versus Vehiculo segun test de T-Student. (B) Fotografias representativas de
la reduccién de complejos GALR1-GALR2 (puntos rojos) en los animales Knockdown GALR2 con respecto
a animales Vehiculo, en el nucleo del Rafe dorsal (RD). Barra de escala 10 um.
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Resultados de GAL(1-15) en cultivos celulares
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Células HEK-293

1. Trafico vesicular de GALR1-YFP en células HEK-293 tras la incubacion con GAL o
GAL(1-15).

1.1 Internalizacién de GALR1-YFP en células HEK-293 que expresan GALR1-YFP o
GALR1-YFP y GALR2 tras la estimulacién con GAL o GAL(1-15).

Se estudia la tasa de internalizacién del receptor GALR1 clonado con la Proteina
Amarilla Fluorescente (YFP) en células HEK-293 transfectadas solo con el receptor
GALR1-YFP o cotransfectadas con los receptores GALR1-YFP y GALR2, tras la
estimulacion con GAL o GAL(1-15) a una concentracion de 500nM.

Como se observa en la Figura 32 A, en células HEK que expresan Unicamente el
receptor GALR1-YFP, tras la estimulacién con GAL se produce un aumento en la
internalizacion del receptor, llegando a su maximo a los 30 minutos, tras el cual
disminuye progresivamente hasta niveles basales a los 120 minutos.

Sin embargo, en estds mismas células tras la estimulacion con GAL(1-15), se
produce un aumento en la internalizacion del receptor, siendo el punto maximo a los
60 minutos. Este punto de mdaxima internalizacién se mantuvo hasta los 120 minutos.
En la Figura 32 B se muestran algunas fotografias representativas de este proceso.
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Figura 32. (A) Representacidn gréfica de la tasa de internalizacion (% de fluorescencia internalizada en el
tiempo) en células que expresan el receptor GALR1 clonado con la proteina YFP (GALR1-YFP) tras la
estimulacién con GAL y GAL(1-15) a distintos tiempos. (B) Fotografias representativas de la
internalizacion del receptor GALR1-YFP tras la estimulacién con GAL y GAL(1-15) a distintos tiempo.
Barra de escala 10 um.

En células HEK cotransfectadas con los receptores GALR1-YFP y GALR2, se
puede observar que tras la incubacién con GAL, el porcentaje de fluorescencia
internalizada procedente del receptor GALR1-YFP, no sufre un gran aumento,
observandose el receptor en la membrana plasmatica, permaneciendo practicamente
constante a lo largo de todo el tiempo.

Por el contrario, la estimulacion con GAL(1-15) induce un notable aumento en
la internalizacion del receptor, llegando a un maximo a los 30 minutos, y
permaneciendo constante hasta los 120 minutos (Figura 33). Por tanto, la
internalizacién del receptor GALR1-YFP inducida por la estimulaciéon de GAL(1-15) fue
visiblemente superior a la producida tras la incubacién con GAL (Figura 34).
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Figura 33. (A) Representacion gréfica de la tasa de internalizacidon (% de fluorescencia internalizada en el
tiempo) en células que coexpresan el receptor GALR1 clonado con la proteina YFP (GALR1-YFP) y el
receptor GALR2 tras la estimulacion con GAL y GAL(1-15) a distintos tiempos.
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GalR1YFP-GalR2 Gal29 GalR1YFP-GalR2 Gall5

0 min

Figura 34. Fotografias representativas de la internalizacidn del receptor GALR1-YFP tras la estimulacion
con GAL o GAL(1-15) a distintos tiempo. Barra de escala 10 um.
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1.2 Formacion de endosomas tempranos (Rab5-RFP) en células HEK-293 que
expresan los receptores GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la estimulacion con GAL o
GAL(1-15).

Para cuantificar el numero de endosomas tempranos, se detectd la proteina
Rab5 clonada con la proteina roja fluorescente (RFP). Los estudios se realizaron en
células HEK transfectadas con el receptor GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la
estimulacion con GAL o GAL(1-15).

En células que expresan unicamente el receptor GALR1-YFP, se observa que la
formacién de endosomas tempranos, tras incubacién con GAL, se mantiene
practicamente en niveles basales durante todo el periodo de tiempo, a excepcidon de
una pequefa subida a los diez minutos tras la estimulacién.

Sin embrago, tras la estimulacién con GAL(1-15), se produce un aumento en los
niveles a los 60 minutos, volviendo a los niveles basales a los 120 minutos (Figura 35 A).

El ndmero de endosomas tempranos formados, en células que expresan
unicamente el receptor GALR2, sigue un patrén muy parecido tanto tras la
estimulacion con GAL como con GAL(1-15), produciéndose un aumento de endosomas
a los 10 minutos que vuelve a niveles basales progresivamente hasta alcanzarlos en el
minuto 120 (Figura 35 B).

En células que coexpresan ambos receptores, GALR1-YFP y GALR2, la
incubaciéon con GAL no produjo ningun efecto en la formacién de endosomas
tempranos, siendo el numero de estos similar al nimero basal a lo largo de todo el
periodo de tiempo.

Por el contrario, la incubacién con GAL(1-15) produjo un gran aumento en el
nimero de endosomas tempranos siendo de hasta el 100% a los 60 minutos de la
estimulacion (Figura 35 C). Por tanto, la coexpresién induce un visible aumento en la
formacién de endosomas tempranos tras la estimulacion GAL(1-15) mientras que la
GAL no produce ningln cambio en el numero de estos (Figura 35 D).

Por lo tanto, observamos que cuando la célula expresa solo uno de los
receptores independientemente, se produce la formaciéon de endosomas tempranos
tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15). Sin embargo, cuando la célula coexpresa
ambos receptores, GALR1 y GALR2, solo se produce la formacién de endosomas
tempranos tras la estimulacién con GAL(1-15) y no con la molécula completa GAL.
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Figura 35. Representacion grafica del nimero de endosomas tempranos por célula (vesiculas Rab5-RFP)
tras la estimulacién con GAL y GAL(1-15), en células que expresan el receptor GALR1-YFP (A), el receptor
GALR2 (B) o coexpresan ambos, GALR1-YFP y GALR2 (C) a distintos tiempos. (B) Fotografias
representativas del nimero de endosomas tempranos en células transfectadas con los receptores
GALR1-YFP y GALR2 tras la estimulacion con GAL y GAL(1-15) a distintos tiempo. Barra de escala 10 um.
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1.3 Formacion de lisosomas (LAMP1-RFP) en células HEK-293 que expresan los
receptores GALR1-YFP, GALR2 o ambos tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15).

Cuantificamos la proteina LAMP1, proteina presente en la membrana de los
lisosomas, clonada con la proteina roja fluorescente (RFP), detectando el nimero de
lisosomas tanto en células HEK que han sido transfectadas con el receptor GALR1-YFP,
el receptor GALR2 o los receptores GALR1-YFP y GALR2, tras la incubacion con GAL o
GAL(1-15).

La incubacion con GAL aumenta considerablemente respecto al nivel basal el
numero de lisosomas detectados en las células que expresan sdlo el receptor GALR1,
llegando a el punto maximo a los 30 minutos y disminuyendo lenta y progresivamente
a partir de este punto.

Sin embrago, tras la estimulaciéon con GAL(1-15), se produce un aumento en el
numero de lisosomas a los 10 minutos de tratamiento, permaneciendo practicamente
constante en ese nivel a lo largo de todo el periodo registrado y siendo menor que el
alcanzado tras la incubacién con GAL. Existiendo, por tanto, un patrén diferencial
entre ambos tratamientos, siendo mayor el nimero de lisosomas detectados a lo largo
de todo el periodo tras el tratamiento con GAL que con GAL(1-15) (Figura 36 A).

En células que expresan Unicamente el receptor GALR2, se observa, que tras la
estimulacion con GAL, existe un aumento en el nimero de lisosomas a los 10 minutos,
tras el cual el nivel de estos se restablece a niveles basales hasta los 120 minutos
registrados.

Sin embargo, el numero de lisosomas tras el tratamiento con GAL(1-15)
aumenta progresivamente, hasta alcanzar un punto maximo a los 30 minutos, nivel
qgue se mantiene durante el resto del periodo de tiempo.

Por tanto, el patrén producido por el tratamiento con GAL es distinto al
producido con la GAL(1-15), produciendo la GAL(1-15) un mayor nimero de lisosomas
durante el tiempo estudiado (Figura 36 B).

En las células que coexpresan los receptores GALR1-YFP y GALR2, se observa
gue el patrén producido en el numero de lisosomas es muy similar, tanto tras la
incubacién con GAL como con GAL(1-15), produciéndose un aumento en el nimero
tras 10 minutos de incubacién y permaneciendo constante en este nivel durante el
resto del periodo medido, aunque en el caso de estimulacién con GAL(1-15) a los 120
minutos se observa otro aumento en el nimero de lisosomas, llegando a duplicar en
este punto el nivel basal (Figura 36 C). Se observa, por tanto un patrén diferente en el
nimero de lisosomas que el que se presenta en células que expresan ambos
receptores de forma aislada. En la Figura 36 D se muestran fotografias representativas
del nimero de lisosomas a distintos tiempo tras los tratamientos con GAL y GAL(1-15).
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Figura 36. Representacion grafica del nimero de lisosomas por célula (vesiculas LAMP1-RFP) tras la
estimulacién con GAL y GAL(1-15), en células que expresan el receptor GALR1-YFP (A), el receptor
GALR2 (B) o coexpresan ambos, GALR1-YFP y GALR2 (C) a distintos tiempos. (B) Fotografias
representativas del niumero de lisosomas en células transfectadas con los receptores GALR1-YFP y
GALR2 tras la estimulacién con GAL y GAL(1-15) a distintos tiempo. Barra de escala 10 um.
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Células derivadas del nucleo del Rafe: RN33B

2. Expresion de GALR1 y GALR2 en células en cultivo derivadas del nucleo del Rafe
RN33B.

En células en cultivo derivadas del nucleo del Rafe RN33B se realiza la técnica
de inmunofluorescencia contra los receptores GALR1 y GALR2, para demostrar la
expresion de estos receptores en este tipo celular.

Como muestra la Figura 37, en las células RN33B se obtiene sefial positiva para
el receptor GALR1 (Figura 37 A) y para el receptor GALR2 (Figura 37 B), indicando que
este tipo celular, derivado del nucleo de Rafe, expresa de forma endégena los
receptores estudiados.

Figura 37. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la detecciéon del receptor
GALR1 (rojo) (A) y GALR2 (verde) (B) mediante inmunofluorescencia, en células derivadas del nucleo de
Rafe RN33B. Se muestra, marcaje positivo de ambos receptores en células RN33B. Barra de escala 10
pm.
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3. Ligazén por proximidad (PLA) GALR1/GALR2 en células derivadas del nticleo del
Rafe RN33B.

Se comprueba, mediante la técnica de ligazén por proximidad (PLA), si los
receptores GALR1 y GALR2 se encuentran en estrecha proximidad (entre 10 y 20 nm)
en las células RN33B, indicando esto la posible formacién de complejos heterodimeros
entre ambos receptores (Puntos rojos). Los nucleos celulares se tifien con DAPI, lo que
les confiere un color azul, y permite distinguir las células y determinar la presencia del
complejo GALR1-GALR2 en el citoplasma.

Al analizar la sefial producida mediante la técnica del PLA en las células RN33B
(Figura 38), observamos que existe proximidad de los receptores GALR1 y GALR2 en el
citoplasma (se ve como puntos rojos), correspondiente con el complejo GALR1-GALR2.
Indicando esto, no solamente que las células derivadas del nucleo del Rafe RN33B
expresan de forma enddgena los receptores GALR1 y GALR2, como veiamos en el
apartado anterior, sino que estos receptores de encuentran en estrecha proximidad

posibilitando la formacion de un complejo GALR1-GALR2.

Figura 38. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica de ligazén por
proximidad de los receptores GALR1 y GALR2 en células RN33B, donde se observa la estrecha
proximidad entre ambos receptores en el citoplasma (puntos rojos). Barra de escala 10 um.
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4. Sintesis y almacenamiento de Serotonina (5HT) en células derivadas del nticleo del
Rafe RN33B, tras la estimulacion con GAL o GAL(1-15).

El efecto de la incubacion de las células con GAL y GAL(1-15) en la tasa de
sintesis y almacenamiento de serotonina (5HT) se analiza mediante la cuantificacion de
la inmunofluorescencia de 5HT.

Como se muestra en la grafica de la Figura 39 A, la disminucién en la
inmunorreactividad de 5HT provocada por la incubacion con el fragmento GAL(1-15)
(p<0.001) fue significativamente mayor (p<0.001) que la disminucién inducida por la
molécula completa GAL (p<0.001). Por tanto, se observa que el tratamiento de las
células con el fragmento GAL(1-15) produce un descenso en la sintesis y
almacenamiento de 5HT mayor que el producido por la incubacién con la molécula
completa GAL (Figura 39 B).
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Figura 39. (A) Representacion grafica de la inmunorreactividad de 5HT (Unidades Arbitrarias), como
indicador de la sintesis y almacenamiento de 5HT en células derivadas del nucleo del Rafe RN33B, tras la
incubacion de GAL y GAL(1-15). El mantenimiento de las células en medio de cultivo fue utilizado como
Control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. ***p<0.001 segun
ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. (B) Fotografias representativas de la
disminucién de la inmunorreactividad de 5HT producida por la incubacién del cultivo con GAL y GAL(1-
15). Barra de escala 10 um.
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5. Expresion de la proteina C-Fos en células derivadas del nucleo del Rafe RN33B, tras
la estimulacion con GAL y GAL(1-15).

5.1 Cuantificacidon de la proteina C-Fos por inmunofluorescencia.

Para medir la actividad celular en células RN33B tras la estimulacién con GAL y
GAL(1-15), se cuantifica la fluorescencia obtenida contra la proteina nuclear C-Fos.

La disminucién observada en la inmunorreactividad de C-Fos, tras la
estimulacion del fragmento GAL(1-15) (p<0.001) fue significativamente mayor (p<0.01)
al descenso de la inmunorreactividad producido por la molécula completa GAL
(p<0.001). Por tanto, GAL(1-15) produce una disminucién mds importante de la
expresion de la proteina nuclear C-Fos y por tanto una mayor disminucién en la
actividad celular que la producida por la incubacién con GAL (Figura 40).
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Figura 40. (A) Representacion grafica de la inmunorreactividad de la proteina C-Fos (Unidades
Arbitrarias), como indicador de la actividad celular en células derivadas del nicleo del Rafe RN33B, tras
la incubacién de GAL y GAL(1-15). El mantenimiento de las células en medio de cultivo fue utilizado
como Control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. **p<0.01 y
***p<0.001 segun ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. (B) Fotografias
representativas de la disminucion de la inmunorreactividad de C-Fos en el nucleo de células RN33B,
producida por la incubacidén del cultivo con GAL y GAL(1-15). El citoplasma celular presenta
inmunotincién contra el receptor 5HT1A como se detallard en préoximos apartados de esta tesis. Barra

de escala 10 um.
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5.2 Cuantificacidon de la proteina C-Fos por In cell western.

Como indicador de la actividad celular de las células RN33B después del
tratamiento con GAL 100nM y GAL(1-15) 100 nM, se cuantifica la expresion de la
proteina C-Fos, mediante la técnica de In cell western.

Como se observa en la Figura 41A, hay una tendencia a la reduccién de la
inmunorreactividad de C-Fos que no llega a ser significativa, tras la incubacion con GAL.
Sin embargo, tras la estimulacion por GAL(1-15) si existe una reduccion significativa
(p<0.05) respecto del grupo control de la inmunorreactividad de C-Fos. En la Figura
41B, se muestra una imagen representativa de la disminucién de Ia
inmunorreactividad de C-Fos tras la incubacién del cultivo con GAL y GAL(1-15).

Por tanto, estos resultados junto con los del apartado anterior confirman que la
GAL(1-15) produce una reduccién la expresion de la proteina C-Fos en este tipo celular.
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Figura 41. (A) Representacion grafica de la inmunorreactividad de la proteina C-Fos (Unidades
Arbitrarias), medida mediante In cell western, como indicador de la actividad celular en células
derivadas del nucleo del Rafe RN33B, tras la incubacion de GAL y GAL(1-15). El mantenimiento de las
células en medio de cultivo fue utilizado como Control. Los resultados se expresan como la media *
error estandar de la media, del porcentaje de cambio respecto a sus respectivos controles. *p<0.05
segln el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de post-test de Dunn’s. (B) Fotografias
representativas de la disminucién de la inmunorreactividad de C-Fos en células RN33B, producida por la
incubacion del cultivo con GAL y GAL(1-15).
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RESULTADOS DE LA INTERACCION
GAL(1-15)/5HT1A
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1. Estudios de comportamiento animal.
Interacciéon GAL(1-15)/5HT1A

1.1 Estudios de comportamiento animal: Inyeccion de 8-OH-DPAT (sc. 20 min.) y
GAL(1-15) (icv. 15 min.) antes de las pruebas de comportamiento.

1.1.1 Efecto del 8-OH-DPAT en pruebas de ansiedad y depresion animal.
1.1.1.1 Test de la natacién forzada.

La curva dosis-respuesta realizada mediante la inyeccién via subcutanea de 8-
OH-DPAT, 20 minutos antes de la prueba, a las dosis de 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/kg
muestra que, con respecto al tiempo de inmovilidad, la dosis de 0.25 mg/kg disminuye
significativamente (p<0.01) este parametro con respecto al grupo control, mientras
que las dosis de 0.125 y 0.0625 mg/kg no afectan significativamente a la inmovilidad
(Figura 42). Con respecto al tiempo de escalda, las tres dosis ensayadas disminuyen el
tiempo de escalada con respecto al grupo control, siendo la de 0.25 mg/kg la que
disminuyo este pardmetro en mayor medida (p<0.01). En el tiempo de natacioén, las
dosis de 0.25 y 0.125 mg/kg aumentan significativamente (p<0.01) el tiempo que los
animales estuvieron nadando comparado con los controles, mientras que la dosis de
0.0625 mg/kg no produce diferencias significativas en este pardmetro. Estos resultados
indican que la dosis de 0.25 mg/kg se utiliza como dosis efectiva, mientras que la de
0.0625 mg/kg sera dosis subumbral.
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Figura 42. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracion via subcutanea de 8-OH-DPAT a
diferentes dosis 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/kg 20 minutos antes del test y LCRa via icv 15 minutos antes de
la prueba. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media % error
estandar de la media. *p<0.05 y **p<0.01 vs Salino+LCRa segliin ANOVA de una via seguida de post-test
de Dunnett.
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1.1.1.2 Test del campo abierto: Analisis de la actividad locomotora.

Para analizar si los animales administrados subcutaneamente con 8-OH-DPAT a
las dosis de 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/kg presentan alteracién locomotora, se miden en
la prueba del campo abierto los pardmetros de distancia total recorrida y velocidad
media. Como se muestra en la Tabla 7. todas las dosis de 8-OH-DPAT ensayadas
disminuyen significativamente tanto la distancia recorrida como la velocidad media
comparado con el grupo control, siendo la dosis de 0.25 mg/kg la que produce un
mayor descenso de estos parametros (p<0.01). Por tanto, los animales inyectados 20
minutos antes de realizar la prueba con 8-OH-DPAT 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/Kg
presentan una alteracién locomotora, con una menor actividad comparada con los
animales control.

Parametros Salino+LCRa 8-OH-DPAT 8-OH-DPAT 8-OH-DPAT
Locomotores 0,25 mg/Kg | 0,125 mg/Kg | 0,0625 mg/Kg
+LCRa +LCRa +LCRa
Distancia Total 3546 £125,9 2204 +161,4** 2366 +190,1* 2388 +336,5**
(cm)
Velocidad Media 11,7 £0,4 7,3+0,5** 7,9 +0,6* 8 +1,1%**
(cm/Seg)

Tabla 7. Parametros de la actividad locomotora en el campo abierto de los animales inyectados con las
dosis 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/Kg 8-OH-DPAT via S.C y LCRa icv 20 y 15 minutos respectivamente, antes
de la prueba. Los resultados se muestran como la media + error estandar de la media. *p<0.05 y
**p<0.01 vs Salino+LCRa segiin ANOVA de una via seguida de post-test de Dunnett.

1.1.2 Efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-OH-
DPAT en pruebas de comportamiento animal.
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1.1.2.1 Test de la natacion forzada.

Se observa que la coadministracién de las dosis no efectivas de 8-OH-DPAT
(0.0625 mg/Kg, s.c) y GAL(1-15) (1 nmol, icv) 20 y 15 minutos, respectivamente, antes
de la prueba, induce en los animales una tendencia a la reduccion en el tiempo de
inmovilidad respecto a los animales inyectados con la dosis no efectiva de 8-OH-DPAT
de forma aislada (Figura 43A). De igual forma, la coadministracién de dosis no efectivas
de GAL(1-15) y 8-OH-DPAT produce una tendencia a la reduccién del tiempo de
escalada respecto al grupo inyectado con 8-OH-DPAT (Figura 43B). Sin embargo, la
coadministraciéon de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-OH-DPAT induce un
aumento significativo (p<0.05) del tiempo de natacién respecto a los animales
inyectados con la dosis no efectiva de 8-OH-DPAT (Figura 43C). Por tanto, podemos
observar una tendencia a la potenciacién del efecto producido por el 8-OH-DPAT
debida a la coadministracidon con GAL(1-15), potenciacidn que se hace significativa en
el tiempo de natacidn en la prueba de la natacién forzada.
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Figura 43. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracién de las dosis no efectivas de 8-OH-
DPAT (0.0625 mg/kg) y de GAL(1-15) (1 nmol) 20 y 15 minutos, respectivamente, antes del test. Salino +
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LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media.
*p<0.05 vs 8-OH-DPAT 0.0625 mg/Kg, **p<0.01 vs Salino+LCRa y ***p<0.001 vs Salino+LCRa segun
ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 6-11 ratas por grupo.

1.1.2.2 Test del campo abierto: Analisis de la actividad locomotora.

En la Tabla 8 se muestran los parametros, distancia total recorrida y velocidad
media medidos, en el campo abierto para evaluar la actividad locomotora de los
animales, tras la coadministracién con dosis no efectivas de 8-OH-DPAT y GAL(1-15). Se
observa que los animales coadministrados presentan una disminucion significativa en
la distancia recorrida (p<0.01) y la velocidad media (p<0.01) respecto al grupo control.
Por lo tanto, presentan una disminucion en su actividad locomotora, que es mayor a la
presentada por los animales administrados Unicamente con 8-OH-DPAT.

Parametros Salino + LCRa | 8-OH-DPAT 0,0625 | 8-OH-DPAT 0,0625 mg/Kg +

Locomotores mg/Kg + LCRa GAL(1-15) 1nmol
Distancia Total 3531 £139,2 2590 +329,5* 2080 +276,1**
(em)
Velocidad Media 11,8 0,5 8,6 £1,1* 7,2 £31,1**
(cm/Seg)

Tabla 8. Pardmetros de la actividad locomotora en el campo abierto tras la administracion de las dosis
no efectivas de 8-OH-DPAT (0.0625 mg/kg) y de GAL(1-15) (1 nmol) 20 y 15 minutos, respectivamente,
antes del test. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se muestran como la media *
error estandar de la media. *p<0.05 y **p<0.01 vs Salino+LCRa segun ANOVA de una via seguida de
post-test de Dunnett. N= 5-10 ratas por grupo.

1.1.3 Efecto de la coadministracion de la dosis no efectiva de GAL(1-15) con la dosis
efectiva de 8-OH-DPAT en pruebas de comportamiento animal.

1.1.3.1 Test de la natacion forzada.

En la Figura 44, se muestra que la coadministracién de la dosis no efectiva de
GAL(1-15) (1 nmol) con la dosis efectiva de 8-OH-DPAT (0.25 mg/kg), produce una
tendencia a reducir el tiempo de inmovilidad comparado con el efecto producido por
la dosis efectiva de 8-OH-DPAT de forma aislada. En los demas parametros estudiados
en el test de la natacion forzada, el tiempo de escalada y el tiempo de natacidn, la
coadministracion de ambas sustancias no produce ninguna diferencia con la
administracion de 8-OH-DPAT administrado individualmente.
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Figura 44. Representacién grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacién forzada tras la administracién de la dosis efectiva de 8-OH-DPAT
(0.25 mg/kg) y no efectiva de GAL(1-15) (1 nmol) 20 y 15 minutos, respectivamente, antes del test.
Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de
la media. **p<0.01 y ***p<0.001 vs Salino+LCRa segun ANOVA de una via seguida de post-test de
Newman-Keuls. N= 8-9 ratas por grupo.

193



Resultados

1.1.3.2 Test del campo abierto: Analisis de la actividad locomotora.

La coadministracidon de la dosis efectiva del 8-OH-DPAT y la no efectiva de
GAL(1-15) produjo, en los parametros de distancia total y velocidad media, una
disminucion significativa (p<0.05) respecto de los animales inyectados con Salino y
LCRa (Tabla 9).

Parametros Salino + LCRa 8-OH-DPAT 0,25 8-OH-DPAT 0,25 mg/Kg +

Locomotores mg/Kg + LCRa GAL(1-15) 1nmol
Distancia Total 3257 £255,3 2095 +181** 2316 +197,8*
(cm)
Velocidad Media 10,9 0,8 6,7 +0,6** 7,7 +0.6*
(cm/Seg)

Tabla 9. Parametros de la actividad locomotora en el campo abierto tras la administracion de la dosis
efectiva de 8-OH-DPAT (0.25 mg/kg) y no efectiva de GAL(1-15) (1 nmol) 20 y 15 minutos,
respectivamente, antes del test. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se muestran
como la media % error estandar de la media. *p<0.05 y **p<0.01 vs Salino+LCRa segiin ANOVA de una
via seguida de post-test de Dunnett. N= 7-10 ratas por grupo.
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1.2. Estudios de comportamiento animal: Inyeccion de 8-OH-DPAT (sc. 60 min.) y
GAL(1-15) (icv. 15 min.) antes de las pruebas de comportamiento.

60’
A
| \
45’ 15’
T ) Test 5’
Gal(1-15)
ICV
DPAT
S.C

1.2.1 Efecto del 8-OH-DPAT en pruebas de ansiedad y depresion animal.
1.2.1.1 Test de la natacién forzada.

En la Figura 45 se muestra la curva dosis-respuesta producida por la
administracién subcutdnea de 8-OH-DPAT a las dosis de 0.125 y 0.25 mg/Kg junto con
la administracién icv de LCRa, a los 60 y 15 minutos, respectivamente, antes de realizar
la prueba de la natacién forzada. Con respecto al tiempo de inmovilidad, la dosis de 8-
OH-DPAT de 0.25 mg/Kg disminuye significativamente (p<0.05) este parametro, sin
embargo, la dosis de 0.125 mg/Kg no produce ninglin cambio significativo respecto al
grupo control (Figura 45A). En el tiempo de escalada, 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg, de
nuevo, volvidé a disminuir significativamente (p<0.05) con respecto al grupo control,
por el contrario la dosis de 0.125 mg/Kg no induce cambio alguno en este parametro
comparado con los controles (Figura 45B). En el tiempo en el que los animales estan
nadando, 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg, produce un aumento significativo (p<0.01) de este
pardmetro respecto al grupo control y la dosis de 0.125 mg/Kg se comporta igual que
los animales inyectados con Salino y LCRa, no habiendo diferencias significativas entre
ambos (Figura 45C).
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Figura 45. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracion via subcutanea de 8-OH-DPAT a
diferentes dosis 0.125 y 0.25 mg/kg 60 minutos antes del test y LCRa via icv 15 minutos antes de la
prueba. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error
estandar de la media. *p<0.05 y **p<0.01 vs Salino+LCRa seglin ANOVA de una via seguida de post-test
de Dunnett. N= 5-8 ratas por grupo.
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1.2.1.2 Test del campo abierto: Analisis de la actividad locomotora.

Como se muestra en la Tabla 10, la administracion de 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg
produce una disminucién significativa en la distancia total (p<0.01) y la velocidad
media (p<0.01) comparado con el grupo control, observdndose una alteracion
locomotora en los animales. Por el contrario, la administracién de 8-OH-DPAT a la
dosis de 0.125 mg/Kg, no induce cambios significativos en los parametros locomotores
medidos en el campo abierto, comportandose como los animales inyectados con
Salinoy LCRa.

Parametros Salino + LCRa 8-OH-DPAT 0,125 8-OH-DPAT 0,25 mg/Kg +

Locomotores mg/Kg + LCRa LCRa
Distancia Total 3827 £255 3302 £207,7 1854 +223,2**
(em)
Velocidad Media 12,7 +0,8 11+0,7 6,2 +0,7**
(cm/Seg)

Tabla 10. Parametros de la actividad locomotora en el campo abierto de los animales inyectados con las
dosis 0.125 y 0.25 mg/Kg 8-OH-DPAT via S.C y LCRa icv 60 y 15 minutos respectivamente, antes de la
prueba. Los resultados se muestran como la media + error estdndar de la media. **p<0.01 vs
Salino+LCRa seguin ANOVA de una via seguida de post-test de Dunnett. N= 6-7 ratas por grupo.

1.2.2 Efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-OH-
DPAT en pruebas de comportamiento animal.

1.2.2.1 Test de la natacion forzada.

Se observa que la coadministracién de las dosis no efectivas de 8-OH-DPAT
(0.125 mg/Kg) y de GAL(1-15) (1 nmol), administradas 60 y 15 minutos,
respectivamente, antes del test, induce una disminucién significativa (p<0.05) en el
tiempo de inmovilidad en la natacion forzada, en comparaciéon con la respuesta
desarrollada por lo animales inyectados con 8-OH-DPAT y LCRa Unicamente (Figura
46A). De igual forma, la coadministracién de 8-OH-DPAT con GAL(1-15) a dosis no
efectivas, produce una disminuciéon significativa (p<0.01) en el pardmetro tiempo de
escalada comparado con el tratamiento 8-OH-DPAT + LCRa (Figura 46B).

En el tiempo de natacién, la coadministracion de 8-OH-DPAT con GAL(1-15)
aumenta significativamente (p<0.001) este parametro en la natacion forzada, con
respecto a los animales tratados Unicamente con dosis no efectiva de 8-OH-DPAT
(Figura 46C). Lo que sugiere una potenciacion del efecto del 8-OH-DPAT en esta
prueba debido a la GAL(1-15).
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Figura 46. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracién de las dosis no efectivas de 8-OH-
DPAT (0.125 mg/kg) y de GAL(1-15) (1 nmol) 60 y 15 minutos, respectivamente, antes del test. Salino +
LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media.
*p<0.05 vs 8-OH-DPAT 0.125 mg/Kg, **p<0.01 vs 8-OH-DPAT 0.125 mg/Kg y ***p<0.001 vs 8-OH-DPAT
0.125 mg/Kg segiin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 5-7 ratas por grupo.

198



Resultados

1.2.2.2 Test del campo abierto: Analisis de la actividad locomotora.

Como se observa en la Tabla 11, la coadministracién de las dosis no efectivas de
8-OH-DPAT 0.125 mg/Kg y GAL(1-15) 1 nmol, administradas 60 y 15 minutos,
respectivamente antes del campo abierto no produce cambio significativo, comparado
con el grupo control, en los parametros locomotores, como son la distancia total
recorrida y la velocidad media, no mostrado los animales alteracion locomotora. De
igual forma, los animales administrados con 8-OH-DPAT y LCRa, no mostraron cambios
significativos en los parametros locomotores con respecto al grupo control.

Parametros Salino + LCRa | 8-OH-DPAT 0,125 8-OH-DPAT 0,125 mg/Kg +

Locomotores mg/Kg + LCRa GAL(1-15) 1nmol
Distancia Total 4188 +181,6 3318 +245 3295 £244,8
(cm)
Velocidad Media 13,9 40,6 11,140,8 11 +0.8
(cm/Seg)

Tabla 11. Parametros de la actividad locomotora en el campo abierto tras la administracion de las dosis
no efectivas de 8-OH-DPAT (0.125 mg/kg) y GAL(1-15) (1 nmol) 60 y 15 minutos, respectivamente, antes
del test. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se muestran como la media + error
estandar de la media. N= 4-6 ratas por grupo.

1.2.3 Efecto de la coadministracion de la dosis no efectiva de GAL(1-15) con la dosis
efectiva de 8-OH-DPAT en la prueba de la natacién forzada.

La coadministracién de 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg con GAL(1-15) 1 nmol induce
una disminucién significativa (p<0.05) del tiempo de inmovilidad respecto a los
animales inyectados Unicamente con una dosis efectiva de 8-OH-DPAT y LCRa (Figura
47A). De igual forma, la coadministracion de ambas sustancias disminuye
significativamente (p<0.05) el tiempo de escala del animal respecto al efecto
producido por la administracion de 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg y LCRa (Figura 47B).

En el tiempo de natacidn, la administracidn de la dosis efectiva de 8-OH-DPAT
junto con la dosis no efectiva de GAL(1-15), 60 y 15 minutos, respectivamente, antes
del test, induce un aumento significativo (p<0.01) del tiempo de natacién respecto al
aumento en este parametro, producido por la dosis eficaz de 8-OH-DPAT (Figura 47C).
Por tanto, la dosis no efectiva de GAL(1-15) produce una potenciacion del efecto
producido por la dosis efectiva del 8-OH-DPAT, en los pardmetros medidos del test de
la natacion forzada.
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Figura 47. Representacién grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacién forzada tras la administracién de la dosis efectiva de 8-OH-DPAT
(0.25 mg/kg) y no efectiva de GAL(1-15) (1 nmol) 60 y 15 minutos, respectivamente, antes del test.
Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de
la media. *p<0.05 vs 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg; **p<0.01 vs 8-OH-DPAT 0.25 mg/Kg y ***p<0.001 8-OH-
DPAT 0.25 mg/Kg + GAL15 1nmol vs Salino+LCRa segin ANOVA de una via seguida de post-test de
Newman-Keuls. N= 6-11 ratas por grupo.
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1.2.4 Efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL(1-15) y 8-OH-
DPAT en presencia del antagonista de receptores GALR2, en la prueba de natacién
forzada.

La presencia del antagonista de GALR2 M871 en dosis de 3nmol produce un
bloqueo significativo en un 78% (p<0.01) en el tiempo de inmovilidad inducido por la
coadministraciéon de 8-OH-DPAT y GAL(1-15) (Figura 48A). Ademas dicho bloqueo no
muestra diferencias significativas comparado con el efecto producido por la inyeccion
de la dosis no efectiva de 8-OH-DPAT de forma aislada.

Respecto al tiempo de escalada, la presencia de la dosis de 3 nmol de M871
igualmente produce un bloqueo significativo en un 42% (p<0.05) respecto a la
disminucion producido por los animales coadministrados con 8-OH-DPAT y GAL(1-15)
(Figura 48B). La presencia del antagonista M871, también produce un bloqueo
significativo en un 62% (p<0.001) en el tiempo de natacién respecto al aumento
producido en los animales inyectados con 8-OH-DPAT y GAL(1-15) (Figura 48C). Por
tanto el antagonista especifico GALR2 bloquea la potenciacion inducida por el
fragmento GAL(1-15) sobre el 8-OH-DPAT.
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Figura 48. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacion (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracidn de las dosis no efectivas de 8-OH-
DPAT (0.125 mg/kg) y de GAL(1-15) (1 nmol) en presencia del antagonista GALR2 M871 en el test de la
natacion forzada. Salino + LCRa fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media +
error estandar de la media. *p<0.05 vs resto de grupos, **p<0.01 vs resto de grupos y ***p<0.001 vs
resto de grupos segin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 5-8 ratas por grupo.
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Interaccion GAL/5HT1A

1.3 Estudios de comportamiento animal: Inyeccion de 8-OH-DPAT (s.c 60 min) y GAL
(icv. 15 min) antes de las pruebas de comportamiento.

1.3.1 Efecto de la GAL en la prueba de la natacién forzada.

La administracion icv 15 minutos antes del test de distintas dosis de GAL
muestra, que la dosis de 3nmol produce, como se ha mostrado anteriormente en esta
tesis, un descenso significativo en el tiempo de inmovilidad (p<0.05) resultando
efectiva en esta prueba, mientras que GAL 1nmol no produce diferencias con respecto
al grupo inyectado con LCRa.

Por otro lado, en el tiempo de escalada y tiempo de natacién tanto GAL 1 nmol
como GAL 3nmol no muestran diferencias significativas con respecto al grupo control
(Tabla 11).

Parametros Control GAL 1nmol GAL 3nmol
Tiempo de 78,2 £13,2 89,5 25,2 138,1 +15*
inmovilidad (Seg.)
Tiempo de 106,7 +15,4 94,7 £27,1 85,3+7,9
escalada (Seg.)
Tiempo de 57,8 £12,1 66,8 +11,1 67 £15,3

natacion (Seg.)

Tabla 11. Tiempo de inmovilidad, tiempo de escalada y tiempo de natacién en el test de la natacién
forzada de los animales inyectados con las dosis de 1y 3 nmol de GAL via icv 15 minutos antes de la
prueba. Animales inyectados con LCRa fueron usados como Control. Los resultados se muestran como la
media + error estandar de la media. *p<0.05 vs Control segin ANOVA de una via seguida de post-test de
Dunnett. N= 6-9 ratas por grupo.

1.3.2 Efecto de la coadministracion de las dosis no efectivas de GAL y 8-OH-DPAT en
la prueba de la natacién forzada.

Como se muestra en la Figura 49, la coadministracién de 8-OH-DPAT 0.125
mg/Kg y GAL 1nmol induce una tendencia a la reduccion en el tiempo de inmovilidad
comparado con los animales inyectados con la dosis no efectiva de 8-OH-DPAT
unicamente. De igual forma, la coadministracion de 8-OH-DPAT y GAL produce un
descenso significativo (p<0.05) del tiempo de escalada comparado con el grupo de
animales administrados con 8-OH-DPAT. Con respecto al tiempo de natacion, la
coadministracién de ambos compuestos aumenta significativamente (p<0.001) este
parametro con respecto al efecto inducido unicamente con 8-OH-DPAT.
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Figura 49. Representacion grafica del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada (B) y tiempo de
natacién (C) en la prueba de la natacidn forzada tras la administracién de las dosis no efectivas de 8-OH-
DPAT (0.125 mg/kg) y de GAL (1 nmol) 60 y 15 minutos, respectivamente, antes del test. Salino + LCRa
fue utilizado como control. Los resultados se expresan como la media £ error estandar de la media.
*p<0.05 vs resto de grupos y ***p<0.001 vs resto de grupos segin ANOVA de una via seguida de post-
test de Newman-Keuls. N= 5-7 ratas por grupo.
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1.4 Efecto en el test de la natacidn forzada tras la coadministracion de 8-OH-DPAT y
GALy de 8-OH-DPAT y GAL(1-15).

Podemos observar que el fragmento GAL(1-15) induce una potenciacion mayor
del efecto del 8-OH-DPAT que la GAL. La comparativa realizada entre los efectos
producidos por la coadministracion del 8-OH-DPAT con la molécula completa de GALy
del 8-OH-DPAT con el fragmento GAL(1-15), muestra que a nivel de tiempo de
inmovilidad, la disminucidn provocada por la coadministracion del 8-OH-DPAT con el
fragmento GAL(1-15) es significativamente mayor (p<0.05) que la inducida por la
coadministracion del 8-OH-DPAT con GAL (Figura 50A).

De igual forma, se observa que la reduccion significativa en el tiempo de
escalada producida por la coadministracién del 8-OH-DPAT con el fragmento GAL(1-15)
fue significativamente mayor (p<0.05) que la disminucién inducida por Ia
coadministraciéon de 8-OH-DPAT con GAL (Figura 50B). Si observamos el tiempo que
permanece nadando el animal durante el test, vemos que el aumento significativo en
este parametro producido por la coadministracién de 8-OH-DPAT con el fragmento
GAL(1-15) es significativamente mayor (p<0.01) al producido por la coadministracion
de 8-OH-DPAT con GAL (Figura 50C).
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Figura 50. Representacion grafica de la comparativa del tiempo de inmovilidad (A), tiempo de escalada
(B) y tiempo de natacidn (C) registrado durante el test de la natacion forzada tras la coadministracion de
8-OH-DPAT con GAL y 8-OH-DPAT con GAL(1-15), a dosis no efectivas. Salino+LCRa fue utilizado como
control. Los resultados se expresan como la media % error estandar de la media. *p<0.05, **p<0.01 y
**%*p<0.001 segiin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-Keuls. N= 5-7 ratas por grupo.
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2. Estudios a nivel de receptor: Autorradiografia.

2.1 Influencia del fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de los receptores
5HT1A en el hipocampo dorsal de rata.

Para estudiar los efectos del fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de
los receptores 5SHT1A, hemos realizado experimentos de saturacion con el agonista de
5HT1A 8-OH-DPAT marcado con >H. Se analizan la Afinidad (Kd) y el nimero de sitios
de unién (Bmax) del receptor 5HT1A en las zonas CAl vy Giro dentado (GD) del
hipocampo dorsal tras 10 minutos, 2h y 5h de la administracién de GAL(1-15).

Al analizar el area CA1 del hipocampo dorsal (Figura 51), observamos un
aumento significativo de la Kd de los receptores 5HT1A (p<0.05) respecto del grupo
control a los 10 minutos y 2 horas tras la administracion de la GAL(1-15). Esa
disminucion de la afinidad desaparece tras 5 h de la inyeccién del fragmento GAL(1-15).

Ademads observamos como tras 10 minutos y 2 horas de la administracién de la
GAL(1-15) se produce un aumento significativo de la Bmax de los receptores 5SHT1A
(p<0.05), indicando un aumento del nimero de sitios de unién respecto a los controles.
Nuevamente este efecto desaparece a las 5 horas de la administracion.
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Figura 51. Afinidad (Kd) (A) y Densidad (Bmax) (B) de los receptores 5HT1A en el drea CAl del
hipocampo dorsal 10 min, 2h y 5h después del tratamiento con GAL(1-15). Los valores se representan en

porcentajes respecto al grupo control y se expresan como la media % error estandar de la media.

*<p0.05 vs Control segun test de T-Student. N=6 ratas por grupo.
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Con respecto a la zona del Giro Dentado (GD) (Figura 52), obtenemos un
patron similar al descrito en CA1. Observamos un aumento significativo de la Kd a los
10 minutos (p<0.01) y a las 2 horas (p<0.05) de la administracion del fragmento GAL(1-
15), que desaparece a las 5 horas de la inyeccidon de GAL(1-15).

A nivel de Bmax, podemos observar que hay un aumento significativo del
numero de lugares de unién del agonista 5HT1A marcado a los 10 minutos (p<0.01), a
las 2 h (p<0.01) y que se mantiene a las 5 h (p<0.05) tras la administracion del
fragmento GAL(1-15).
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Figura 52. Afinidad (Kd) (A) y Densidad (Bmax) (B) de los receptores 5HT1A en el area GD del hipocampo
dorsal 10 min, 2h y 5h después del tratamiento con GAL(1-15). Los valores se representan en
porcentajes respecto al grupo control y se expresan como la media + error estandar de la media.
*<p0.05 y **p<0.01 vs Control segun test de T-Student. N=6 ratas por grupo.
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En la Figura 53 se observa un autorradiograma representativo del aumento
significativo de la densidad de receptores 5HT1A a los 10 minutos de la administracién
icv del fragmento GAL(1-15) en las zonas estudiadas de CAly DG.

CSF

GAL(1-15)

Figura 53. Autorradiogramas representativos donde se observa a dosis elevadas de isétopo (3H-80H-
DPAT 7.2 nM) el incremento significativo de la densidad de receptores 5HT1A 10 minutos tras la
administracién icv del fragmento GAL(1-15) en las zonas de CAly GD.

2.1.1 Acciéon del M871, antagonista de los receptores GALR2, en la influencia del
fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de los receptores 5HT1A en el
hipocampo dorsal de rata.

Como se muestra en la Tabla 12, la presencia del antagonista GALR2 M871
bloquea, en CA1, el aumento significativo observado tanto de la Kd (p<0.01) como de
la Bmax (p<0.05) del receptor 5HT1A, producido por la inyeccién de la GAL(1-15) 10
minutos antes. Por otro lado, en esta zona del hipocampo dorsal, la administracién del
antagonista M871 solo no produjo ningun cambio en las caracteristicas medidas del
S5HTI1A.

En GD, el otro drea del hipocampo dorsal estudiada, el antagonista M871,
también, bloqueo tanto la disminucidn significativa de la afinidad (p<0.05) como el
aumento significativo de la densidad de receptores 5HT1A (p<0.01) producido a los 10
minutos tras la administracién icv del fragmento GAL(1-15). De igual forma que en CA1,
la administracion del M871 en solitario, no modificd ni la Kd ni la Bmax del 5HT1A en el
GD.
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Area LCRa GAL(1-15) M871 GAL(1-15)
+M871
Kd (nM) CA1 3,28 +0,53 70508 3,96 +0,27 4,85 +0,68
GD 2,65 0,3 4,55 £0,43 3,310,3 3,3 10,73
Bmax CA1 1209150,6 | 197441974 | 1541%1143 1337 +142,5
(fmol/mg prot.) GD 14931184 | 5315 41gg 733 | 2013%124,2 1885 +225,1

Tabla 12. Efecto del antagonista de GALR2 M871 en la modulacion inducida por el fragmento GAL(1-15)
en la unién del agonista marcado 8-OH-DPAT en el hipocampo dorsal (CA1 y GD). Se muestran valores
de Kd y Bmax del receptor 5HT1A 10 minutos tras la inyeccién de GAL(1-15). Los valores se muestran
como la media + error estandar de la media. *p<0.05 vs LCRa y GAL(1-15)+M871; ** p<0.01 vs LCRa y
M871; °p<0.05 vs LCRa; **p<0.01 vs LCRa segin ANOVA de una via seguida de post-test de Newman-
Keuls. N=6 ratas por grupo.

2.2 Influencia del fragmento GAL(1-15) sobre las caracteristicas de los receptores
5HT1A en el nucleo del Rafe dorsal de rata.

Se realizan experimentos de saturacidén con el agonista de SHT1A 8-OH-DPAT
marcado para estudiar los efectos del fragmento GAL(1-15) sobre la Afinidad (Kd) y el
numero de sitios de union (Bmax) del receptor 5HT1A tras 10 minutos, 2h y 5h de la
administracion de GAL(1-15) en el nucleo del Rafe dorsal (DR).

Como se observa en la Figura 54, el fragmento GAL(1-15) no produce ninguna
modificacion de la Kd de los receptores 5SHT1A a ninguno de los tiempos estudiados en
el Rafe dorsal. Sin embargo, la GAL(1-15) produce una disminucion significativa
(p<0.05) en la Bmax del receptor 5HT1A 2 horas después de la administraciéon de la
GAL(1-15), por tanto disminuye significativamente la densidad de estos receptores en
el Rafe dorsal, sin observarse modificaciones de este parametro a los 10 minutos y a
las 5 horas.
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Figura 54. Afinidad (Kd) (A) y Densidad (Bmax) (B) de los receptores 5HT1A en el nucleo dorsal del Rafe
10 min, 2h y 5h después del tratamiento con GAL(1-15). Los valores se representan en porcentajes
respecto al grupo control y se expresan como la media * error estandar de la media. *<p0.05 vs Control
segun test de T-Student. N=6 ratas por grupo. (C) Autorradiogramas representativos a nivel del Rafe
dorsal donde se observa la disminucién significativa de la densidad de receptores 5HT1A a las 2 horas
tras la administracion icv de GAL(1-15) a dosis de isétopo de 7.2 nM.

3. Estudios de la expresion del receptor 5HT1A: Hibridacion in situ.

3.1 Efecto de GAL(1-15) sobre la expresion de los receptores 5SHT1A en el hipocampo
dorsal de rata.

Analizamos la capacidad del fragmento GAL(1-15) de modificar la expresion del
receptor 5HT1A en el hipocampo dorsal (CA1 y GD). Para esto medimos la cantidad de
MRNA de este receptor mediante la técnica de hibridacion in situ a las dos horas y a las
5 horas de la administracion icv del fragmento GAL(1-15).

Como observamos en la Figura 55, la administracion de GAL(1-15) dos horas
antes produce un aumento significativo del mRNA del receptor 5SHT1A medido en CA1l
(p<0.01). De igual manera el fragmento GAL(1-15) aumenta significativamente el
mMRNA del 5HT1A en el GD (p<0.01), por tanto aumenta la expresidon del receptor
5HT1A en las dreas medidas del hipocampo dorsal.
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Figura 55. Niveles de mRNA del receptor 5HT1A en CAl (A) y Giro Dentado (DG) (B) de hipocampo
dorsal, medidos mediante hibridacion in situ 2 horas tras la administracion icv de GAL(1-15). Los valores
se representan en porcentajes respecto al grupo control y se expresan como la media * error estandar
de la media. **<p0.01 vs Control segun test de T-Student. N=6 ratas por grupo. (C) Autorradiogramas
representativos a nivel de hipocampo dorsal donde se observa el aumento significativo de la cantidad
de mRNA de receptores 5HT1A a las 2 horas tras la administracion icv de GAL(1-15).

Este efecto desaparece a las 5 horas de haber administrado GAL(1-15) (Tabla

13).
Area | Tratamiento D.O
CSFa 38120 +380
CAl1 GAL(1-15) 37230 £739
CSFa 41100 348
GD GAL(1-15) 39730 648

Tabla 13. Niveles de mRNA del receptor 5HT1A en Rafe dorsal medidos mediante hibridacién in situ 5
horas tras la administracion icv de GAL(1-15). Los valores se representan en porcentajes respecto al
grupo control y se expresan como la media + error estdndar de la media. N= 5-6 ratas por grupo.
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3.2 Efecto de GAL(1-15) sobre la expresion de los receptores 5SHT1A en el Rafe dorsal
de rata.

Observamos que 2 horas tras la administracion icv de GAL(1-15) se produce una
disminucion significativa (p<0.01) del mRNA del receptor 5HT1A en el Rafe dorsal,
efecto que desaparece tras las 5 horas de inyeccion (Tabla 14).

DR mRNA
80-
60- I
a *%
S 4
20-
, -

CSFa GAL(1-15)

Figura 56. Niveles de mRNA del receptor 5HT1A en Rafe dorsal, medidos mediante hibridacion in situ 2
horas tras la administracion icv de GAL(1-15). Los valores se representan en porcentajes respecto al
grupo control y se expresan como la media * error estandar de la media. **<p0.01 vs Control segun test
de T-Student. N=6 ratas por grupo.
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Area | Tratamiento D.O
Rafe CSFa 74,46 +6,15
Dorsal GAL(1-15) 64,51 +2,94

Tabla 14. Niveles de mRNA del receptor 5SHT1A en Rafe dorsal medidos mediante hibridacién in situ 5
horas tras la administracion icv de GAL(1-15). Los valores se representan en porcentajes respecto al
grupo control y se expresan como la media + error estdndar de la media. N= 5-6 ratas por grupo.

4. Técnicas inmunohistoquimicas.
4.1 Inmunofluorescencia simple de 5HT1A.

Para determinar la localizacion del receptor 5SHT1A se ha analizado mediante
inmunofluorescencia la expresion del receptor en el Hipocampo dorsal y en el nicleo
dorsal del Rafe. Se analiza mediante microscopia confocal el fluorocromo verde Alexa-
488 para marcar los receptores 5HT1A en la inmunofluorescencia.

Mediante el control, en el cual se omite el anticuerpo primario, se comprueba
qgue no existe reactividad cruzada del anticuerpo secundario, demostrando asi la
especificidad de la sefal (Figura 57D).

Al analizar las distintas zonas del Hipocampo dorsal, observamos la presencia
del receptor 5HT1A en las distintas porciones del cuerno de Ammog (CA1, CA2 y CA3)
asi como en el Giro Dentado (GD). El nucleo del rafe dorsal (RD), también observamos
sefial especifica correspondiente con el receptor 5HT1A (Tabla 15.). En la Figura 57 se
muestran fotografias representativas del marcaje correspondiente al receptor SHT1A
en distintas zonas.

Nucleo Deteccion de 5HT1A
CAl Si
Hipocampo Dorsal CA2 Si
CA3 Si
GD Si
Rafe Dorsal RD Si

Tabla 15. Analisis de la distribucién del receptor 5SHT1A mediante inmunofluorescencia en el Hipocampo
dorsal (Cuerno de Ammon 1, 2 y 3 (CA1, CA2 y CA3 respectivamente) y Giro Dentado (GD)) y el nucleo
dorsal del Rafe (RD).
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Figura 57. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la deteccidon del receptor
5HT1A (verde) por inmunofluorescencia. Se muestra marcaje positivo de 5HT1A en distintas zonas del
Hipocampo dorsal (CA1(A) y GD(B) asi como en el Rafe dorsal (RD)(C). También se muestra la imagen
correspondiente al control negativo (D). Barra de escala 50 um.

4.2 Inmunofluorescencia doble GALR2/5HT1A.

Se ha analizado mediante doble inmunofluorescencia la coexpresion y
colocalizacién celular de los receptores SHT1A y GALR2 en el Hipocampo dorsal y el
nucleo dorsal del Rafe. Para ello, mediante microscopia confocal, se detectan el
fluorocromo verde Alexa-488 para marcar el receptor 5HT1A y el fluorocromo rojo
Dylight 549 para la deteccidn del receptor GALR2. Los nucleos celulares, se tifien con
DAPI apareciendo de color azul, lo cual permite diferenciar cada célula y localizar los
receptores en la membrana plasmatica.

Mediante controles primarios se comprueba que la sefal detectada es
especifica, demostrando como al omitir un anticuerpo primario no se detecta la sefial
producida por su fluorocromo especifico (Figura 58)
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A

Figura 58. Control primario del anticuerpo de 5HT1A en la zona de la amigdala (A) y control primario de
GALR2 en la zona del Giro Dentado (B). Se observa que al omitir el anticuerpo primario no se detecta
sefial del fluorocromo especifico.(A) deteccion de 5HT1A (verde), (B) deteccién de GALR2 (rojo) y (C)
suma de ambos canales. Barra de escala 50 um.

En la Figura 59 se observa la deteccién tanto de receptores 5HT1A (verde)
como GALR2 (rojo). El marcaje amarillo-anaranjado, indica que ambos receptores se
coexpresan y se colocalizan en la misma neurona, pudiéndose ver un alto grado de
colocalizacion de estos receptores.

Al analizar las zonas del Hipocampo dorsal, observamos que los receptores
5HT1A y GALR2 se colocalizan en las mismas neuronas a lo largo de CA1, CA2 y CA3 asi
como en el Giro Dentado (GD) (Figura 59, 60 y 61). También se observa de forma
similar la colocalizacion de ambos receptores en el nucleo dorsal del Rafe (RD) (Figura
59). En la Tabla 16 se muestra un resumen de las zonas con colocalizaciéon de los
receptores SHT1A y GALR2 en el Hipocampo dorsal y el Rafe dorsal.

Nucleo Deteccion de
5HT1A/GALR2
CAl Si
Hipocampo Dorsal CA2 Si
CA3 Si
GD Si
Rafe Dorsal RD Si

Tabla 16. Anilisis de la colocalizacién del los receptores 5HT1A y GALR2 mediante inmunofluorescencia
doble en el Hipocampo dorsal (Cuerno de Ammon 1, 2 y 3 (CA1, CA2 y CA3 respectivamente) y Giro
Dentado (GD)) y el nucleo dorsal del Rafe (RD).
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Figura 59. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble
de los receptores 5HT1A (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizaciéon de ambos receptores
(amarillo naranja). Se observa, colocalizacion de 5HT1A y GALR2 en distintas zonas del Hipocampo
dorsal (CA1(A), CA2(B), CA3(C) y GD(D) asi como en el Rafe dorsal (RD)(E). Barra de escala 50 um.
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Figura 60. Fotografia representativa mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble de
los receptores 5HT1A (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacién de ambos receptores
(amarillo-naranja). Se muestra, colocalizacién de 5HT1A y GALR2 (Rombo) en la zona de CA1l del
Hipocampo dorsal asi como magnificaciones donde se observan células que presentan sdlo
inmunorreactividad para GALR2 (cabeza de flecha) y células con sefial Unica de 5HT1A (flecha). Barra de
escala 50 um.
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Figura 61. Fotografia representativa mediante microscopia confocal de la inmunofluorescencia doble de
los receptores 5HT1A (verde) y GALR2 (rojo) donde se observa la colocalizacién de ambos receptores
(amarillo-naranja). Se muestra, colocalizacién de 5HT1A y GALR2 en la zona de CA3 del Hipocampo
dorsal. Las fechas indican sdélo la presencia de 5HT1A, las cabeza de fecha muestran Unicamente la
presencia de GALR2 y la colocalizacién de ambos receptores esta indicado por los rombos. En las
magnificaciones se observan células como donde coexisten ambos receptores y células con
inmunorreactividad Unicamente para el receptor GALR2. Barra de escala 50 um.
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5. Ligazén por proximidad (PLA) GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A en tejido.

Hemos analizado mediante la técnica de ligazéon por proximidad (PLA), la
posible formacién de complejos heterodimeros formados por los receptores GALR1-
5HT1A y por los receptores GALR2-5HT1A en las zonas del Hipocampo dorsal y el
nucleo del Rafe dorsal. Los nucleos celulares se tifien con DAPI, lo que les confiere un
color azul, y permite distinguir las células y determinar la presencia de los complejos
GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A en el citoplasma.

Para comprobar la especificidad de la sefial obtenida, ademas de los controles
primarios que se realizaron en las pruebas inmunohistoquimicas (ver apartados
anteriores), se analizan zonas con ausencia de sefial por la falta de algunos de los
receptores, como es el caso del Cuerpo Calloso (CC). Como se muestra en la Figura 62,
la ausencia de sefial demuestra la especificidad de la sefal.

GALR1/5HT1A GALR2/5HT1A

Figura 62. Fotografia representativa de zonas negativas en la prueba de ligazén por proximidad como es
el Cuerpo Calloso (CC), debido a la ausencia de receptores de GAL en esta zona. La ausencia de sefal
positiva en estds zonas, tras el andlisis, demuestra que la sefial encontrada es especifica del complejo
GALR1-5HT1A (A) y GALR2-5HT1A (B). Barra de escala 50 um.
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Al analizar si los receptores GALR1-5HT1A se encuentran en estrecha
proximidad en las zonas del Hipocampo dorsal y el nucleo del Rafe dorsal (Figura 63),
observamos que existe sefial positiva de PLA en las zonas CAl, CA2, CA3 y Giro
Dentado (GD) del hipocampo asi como en el nucleo del Rafe dorsal, indicando esto la
posible formacion de complejos heterodimeros en estos nucleos.

Figura 63. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica del PLA de los
receptores GALR1 y 5HT1A donde se observa la estrecha proximidad entre ambos receptores (puntos
rojos). Se observa, proximidad entre GALR1 y 5HT1A en distintas zonas del Hipocampo dorsal (CA1, CA2,
CA3 y GD asi como en el Rafe dorsal (RD). Barra de escala 10 um.
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El estudio de la sefial producida por el complejo GALR2-5HT1A (Figura 64),
mediante la técnica de ligazén por proximidad, muestra la existencia de estrecha
proximidad entre ambos receptores en las zonas de CA1, CA2, CA3 y Giro Dentado del
hipocampo dorsal asi como en el nucleo dorsal del Rafe. Existiendo por tanto la
posibilidad de formacién de complejos heterodimeros en estas zonas.

Figura 64. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica del PLA de los
receptores GALR2 y 5HT1A donde se observa la estrecha proximidad entre ambos receptores (puntos
rojos). Se observa, proximidad entre GALR2 y 5HT1A en distintas zonas del Hipocampo dorsal (CA1, CA2,
CA3 y GD asi como en el Rafe dorsal (RD). Barra de escala 10 um.
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Al realizar la cuantificaciéon y comparacién de los complejos GALR1-5HT1A y
GALR2-5HT1A (puntos rojos) en el citoplasma celular de las distintas zonas estudiadas
(Figura 65), observamos que, la media de complejos de GALR1-5HT1A y de GALR2-
5HT1A no muestra diferencias significativas en las zonas del Hipocampo dorsal CA1,
CA2 y GD, siendo la cantidad de complejos similar. Sin embargo, en CA3 observamos
un aumento significativo (p<0.001) del numero de complejos de GALR1-5HT1A
comparado con el nimero de complejos de GALR2-5HT1A. En el nucleo del Rafe dorsal,
el numero de complejos formados por los receptores GALR1-5HT1A es
significativamente menor (p<0.01) que el numero de complejos formados por los
receptores GALR2-5HT1A.
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Figura 65. (A) Representacion gréfica de la cuantificacidn y comparacidon de complejos GALR1-5HT1A y
GALR2-5HT1A en la técnica de PLA. Se analizan distintas zonas del Hipocampo dorsal (CA1, CA2, CA3 y
GD) asi como nucleo dorsal del Rafe (RD). Los resultados se expresan como la media * error estandar de
la media. Se analizaron entre 80 y 160 células por zona.**p<0.01 y ***p<0.001 versus GALR2-5HT1A
segun test de t-Student. (B) Fotografias representativas de los complejos GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A
en las zonas estudiadas. Barra de escala 10 um.
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En la Figura 66, se muestra una fotografia representativa de la capa molecular
del giro dentado, en el Hipocampo dorsal, donde se observa que aunque existen
receptores GALR1 y GALR2 estos no se encuentran formando heterodimeros con el
receptor 5HT1A ya que no se ve sefal positiva de PLA, lo que apoya que la sedal
encontrada en otras zonas es especifica.

GALR1/5HT1A GALR2/5HT1A

Figura 66. Fotografia representativa de zonas negativas para el complejo GALR1-5HT1A (A) y GALR2-
5HT1A (B) en la prueba de ligazdén por proximidad como es la capa molecular del Giro Dentado (ML DG).
La ausencia de sefal positiva en esta zonas demuestra que la sefal encontrada en otras zonas es
especifica de los complejos GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A. Barra de escala 50 um.
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Resultados de la interaccion GAL(1-15)/5HT1A
en cultivos celulares.
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Células derivadas del nucleo del Rafe: RN33B

1. Inmunofluorescencia simple contra 5HT1A en células en cultivo derivadas del
nucleo del Rafe RN33B.

Se realiza en el tipo celular RN33B, células procedentes del nucleo del Rafe, la
técnica de inmunofluorescencia contra los receptores 5HT1A, para comprobar la
expresion del receptor en este tipo de células en cultivo.

Como se muestra en la Figura 67, aparece sefial positiva para el receptor 5SHT1A,
lo que demuestra que las células derivadas del nucleo del Rafe RN33B expresan el
receptor de forma enddgena estando en cultivo.

Figura 67. Fotografia representativa mediante microscopia confocal de la deteccion del receptor SHT1A
(rojo) mediante inmunofluorescencia, en células derivadas del nidcleo de Rafe RN33B. Se muestra,
marcaje positivo del receptor 5HT1A en células RN33B. Barra de escala 10 um.
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2. Ligazon por proximidad (PLA) GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A en células derivadas
del nucleo del Rafe RN33B.

Mediante la técnica de ligazéon por proximidad (PLA) comprobamos si los
receptores GALR1 y 5HT1A asi como los receptores GALR2 y 5HT1A se encuentran en
estrecha proximidad (entre 10 y 20 nm) en células derivadas del nucleo del Rafe
RN33B.

Al analizar la sefial producida por la técnica del PLA (los complejos se observan
como puntos rojos) en las células RN33B (Figura 68), podemos observar que existen en
el citoplasma de este tipo celular complejos formados por los receptores GALR1-
S5HT1A (Figura 68A). Con respecto a los receptores GALR2 y 5HT1A, también se
observan complejos GALR2-5HT1A (puntos rojos) en el citoplasma de las células RN33B
formados por ambos receptores (Figura 68B). Por tanto, este tipo celular derivado del
nucleo del Rafe RN33B, no sélo expresa de forma enddgena los receptores GALR1,
GALR2 y 5HT1A (ver apartados anteriores de esta tesis) sino que estos pueden estar
formando complejos heterodimeros del tipo GALR1-5HT1A y GALR2-5HT1A, ademas
como se muestra en apartados anteriores de la tesis heterodimeros GALR1-GALR2.
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Figura 68. Fotografias representativas mediante microscopia confocal de la técnica de ligazén por
proximidad de los receptores GALR1-5HT1A (A) y GALR2-5HT1A (B) en células RN33B, donde se observa
la estrecha proximidad entre los receptores en el citoplasma (puntos rojos). Barra de escala 10 um.

3. Expresion del receptor 5HT1A en células derivadas del nicleo del Rafe RN33B, tras
la estimulacion con GAL y GAL(1-15).
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3.1 Cuantificacidon de la expresion de 5HT1A por inmunofluorescencia.

Para medir la expresidon del receptor 5SHT1A en las células derivadas del nucleo
del Rafe RN33B tras la estimulacién del cultivo con GAL o GAL(1-15), se cuantifica la
sefial obtenida mediante inmunofluorescencia contra el receptor.

La disminucién observada en la inmunorreactividad de 5HT1A, provocada tras
la estimulaciéon del fragmento GAL(1-15) (p<0.001) fue significativamente mayor
(p<0.05) al descenso de la inmunorreactividad producido por la molécula completa
GAL (p<0.05). Por tanto, GAL(1-15) produce una disminucién mds importante de la
expresion del receptor 5HT1A que la producida por la incubacidon con GAL (Figura 69).
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Figura 69. (A) Representacién grafica de la inmunorreactividad del receptor SHT1A (Unidades
Arbitrarias), en células derivadas del ntcleo del Rafe RN33B, tras la incubacién de GAL y GAL(1-15). El
mantenimiento de las células en medio de cultivo fue utilizado como Control. Los resultados se expresan
como la media % error estandar de la media. *p<0.05 y ***p<0.001 segin ANOVA de una via seguida de
post-test de Newman-Keuls. (B) Fotografias representativas de la disminucidn de la inmunorreactividad
de 5HT1A en los citoplasmas (rojo) de células RN33B, producida por la incubacion del cultivo con GAL y
GAL(1-15). El nucleo celular presenta inmunotincién contra la proteina C-Fos como se detalla en
apartados anteriores de esta tesis. Barra de escala 10 um.
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3.2 Cuantificacion del receptor 5HT1A por In cell western.

Se cuantifica la expresion del receptor S5HT1A en células derivadas del nucleo
del Rafe RN33B tras la incubacion del cultivo con GAL 100 nM o GAL(1-15) 100 nM.
Para ello mide la inmunorreactividad del receptor 5HT1A empleando la técnica de In
cell western.

Como se observa en la Figura 70A, hay una tendencia a la reduccién de la
inmunorreactividad de 5HT1A, comparado con los controles, tras la incubacién con
GAL. Sin embargo, tras la estimulacion por GAL(1-15) si existe una reduccién
significativa (p<0.05) respecto del grupo control de la inmunorreactividad del receptor
5HT1A. En la Figura 70B, se muestra una imagen representativa de la disminucion de la
inmunorreactividad de 5HT1A tras la incubacidon del cultivo con GAL y GAL(1-15).
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Figura 70. (A) Representacidon grafica de la inmunorreactividad del receptor 5HT1A (Unidades
Arbitrarias), medida mediante In cell western, en células derivadas del nucleo del Rafe RN33B, tras la
incubacion de GAL y GAL(1-15). El mantenimiento de las células en medio de cultivo fue utilizado como
Control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media, del porcentaje de
cambio respecto a sus respectivos controles. *p<0.05 segun el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido de post-test de Dunn’s. (B) Fotografias representativas de la disminucion de Ia
inmunorreactividad de 5HT1A en células RN33B, producida por la incubacion del cultivo con GAL y
GAL(1-15).
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1. Estudios de comportamiento animal.

Para conocer el papel del fragmento GAL(1-15) en la ansiedad y la depresién se
administré icv GAL(1-15) a distintas dosis, y se comprobé su efecto en pruebas de
comportamiento animal relacionadas con la ansiedad y la depresién, como son el test
del campo abierto (Hall, 1934; Walsh, 1976; Karakas et al., 2011), el laberinto elevado
en cruz (Pellow, 1986; Seillier et al., 2011), el test de la natacién forzada (Porsolt et al.,
1977; Porsolt et al., 1978; Detke y Lucki, 1996) y el test de evitacion pasiva (Griebel et
al., 1993; Charney, 2006).

El test de la natacion forzada o test de Porsolt (Porsolt et al. 1977; Porsolt et al.,
1978), es una de las pruebas de comportamiento mds ampliamente utilizada para el
ensayo de conducta depresiva y antidepresiva. Este test esta basado en la conducta de
desesperanza y se desarrollé6 como un modelo en roedores para predecir la eficacia
clinica de sustancias antidepresivas (Bogdanova et al., 2013).

El test consiste basicamente en dos sesiones, en la primera el animal nada
durante 15 minutos y constituye un estresor que lleva al animal a un estado de
desesperanza (Porsolt et al., 1978) o a una actitud pasiva de afrontamiento del estrés
(West, 1990). En la segunda sesion el animal realiza un test de 5 minutos donde se
observa su comportamiento. El tiempo de inmovilidad es la principal medida de este
test (Castagne et al., 2009), interpretandose como una conducta de desesperanza y
por tanto de depresion. Esto se confirma farmacolégicamente ya que un amplio rango
de farmacos antidepresivos inyectados entre el pretest y el test decrece la duracion de
la conducta de inmovilidad en esta prueba (Cryan et al., 2005).

En el test de la natacidn forzada, la inyeccién icv del fragmento N-terminal
GAL(1-15) a una dosis de 3 y 6 nmol, produce un aumento del tiempo de inmovilidad y
una reduccién del tiempo de escalada medido, lo que sugiere que la GAL(1-15) induce
un efecto prodepresivo. Mientras que la administracion de la dosis de 1nmol no
modifica estos pardmetros.

Algunos ejemplos de farmacos antidepresivos probados en el test de la
natacion forzada son el Citalopram, que pertenece al grupo de los SSRI y es utilizado
rutinariamente en clinica (Cipriani et al., 2009, 2012) o la Fluoxetina, perteneciente al
mismo grupo de antidepresivos, que administrada de forma crénica revierte la
conducta depresiva en este test, decreciendo la inmovilidad e incrementando la
conducta de escape (Chau et al., 2011). Ejemplos como estos apoyan la idea que la
prueba de la natacién forzada tiene validez farmacolégica como modelo animal de
depresion. El hecho que encontremos efecto con la GAL(1-15) en este test demuestra
la importancia de la respuesta depresiva obtenida tras la administracion del fragmento
GAL(1-15).
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El efecto de la molécula completa de GAL en el test de la natacion forzada es
bien conocido. En trabajos previos de otros autores donde se administraba GAL via icv
o directamente en el drea tegmental ventral, se producia un aumento del tiempo de
inmovilidad del animal durante el test, lo que indica un efecto prodepresivo, ademas
este efecto fue bloqueado mediante antagonistas especificos de los receptores de GAL
(Weiss et al., 1998; Kuteeva et al., 2007). Este mismo efecto ha sido reproducido en
esta tesis mediante la administracién icv de GAL 3nmol, lo que valida las condiciones
empleadas y el modelo experimental.

Al comparar el efecto de la GAL(1-15) con la GAL en la prueba de la natacién
forzada, observamos que tanto la GAL como el fragmento GAL(1-15) producen un
aumento del tiempo de inmovilidad y una reduccién del tiempo de escalada, indicando
un efecto prodepresivo de ambas, siendo el efecto producido por la GAL(1-15)
significativamente mas potente que el producido por la molécula completa.
Mostrandose un claro efecto diferencial del fragmento GAL(1-15) con respecto a la
GAL en la prueba de la natacién forzada, ya que la GAL(1-15) produce un efecto mas
potente.

En relacién con la ansiedad, se han desarrollado modelos animales para
ensayar los parametros comportamentales que indican ansiedad, uno de los mas
frecuentes son los modelos de ansiedad incondicionada, como es el caso del test del
campo abierto (Hall, 1934; Walsh, 1976), donde al animal es expuesto a un nuevo
ambiente representado por el aparato. El centro del aparato constituye un
compartimento aversivo para el animal, ya que las ratas evitan los espacios abiertos de
forma natural (Rodgers, 1997; Prut y Belzung, 2003), mostrando una preferencia
innata por la periferia de la caja en comparacion con la zona central, denominada
tigmotaxia e interpretada como un comportamiento de ansiedad (Prut y Belzung,
2003).

La administracion de GAL(1-15) a dosis de 3 nmol disminuye tanto el numero
de entradas como el tiempo en la zona central del campo abierto. La disminucion de
estos pardmetros sugiere que la dosis de 3 nmol de GAL(1-15) tiene un efecto
ansiogénico. Esta inyeccidon de GAL(1-15) no produce ninguna afectacion locomotora,
por lo que la respuesta ansiogénica observada no se asocia a efectos locomotores.
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El test del campo abierto ha demostrado ser muy util en el estudio del
comportamiento de ansiedad incondicionada y ha demostrado su correlato
farmacoldgico, ya que farmacos clinicamente efectivos como son el Diazepan, agonista
de los receptores GABA tipo A, o la Buspirona, agonista parcial de los 5HT1A, muestran
un aumento significativo del tiempo y niumero de entradas en la parte central del
campo abierto (Siemiatkowski et al., 2000; Prut y Belzung, 2003). La intensidad del
efecto de la GAL(1-15) en este test, en este caso ansiogénico, es comparable con el de
los farmacos ampliamente utilizados como ansioliticos en la clinica.

Por el contrario, las dosis de GAL(1-15) de 1 y 6 nmol no modifican los
pardmetros analizados en el campo abierto. Sugiriendo que estas dosis no son
efectivas en este modelo de ansiedad incondicionada. Esta respuesta en forma de U-
invertida encontrada, es frecuente en la accién de algunos neuropéptidos, asi se ha
observado anteriormente en la GAL con las interacciones con el receptor a2-
adrenergico (Diaz-Cabiale et al., 2005) y con el Neuropéptido Y (Diaz-Cabiale et al.,
2011), pudiendo explicarse mediante la posible desensibilizacién de los receptores de
GAL a dosis mas elevadas del péptido y la insuficiente concentracion de ligando para
estimular los receptores a dosis mas bajas.

Cuando comparamos el efecto producido por la administracion de la dosis
efectiva de GAL(1-15) con la misma dosis de la molécula completa de GAL, se observa
gue mientras la GAL(1-15) disminuye los parametros de nimero de entradas y tiempo
en el centro del campo abierto, induciendo un efecto ansiogénico, la GAL no modifica
estos parametros (Narvdez et al., 2014), careciendo de efecto en esta prueba. Por
tanto existe un papel diferencial del fragmento GAL(1-15) con respecto a la molécula
completa de GAL en el test del campo abierto.

Se ha visto que la GAL y sus receptores participan en la modulacién de la
respuesta a la ansiedad de distintas maneras (Wrenn y Holmes, 2006; Fuxe et al.,
2012), dependiendo de la via y sitio de administracién, ademas de las condiciones de
estrés previo (Holmes et al., 2003; Holmes y Picciotto, 2006). Como se muestra en
estudios previos, la administracién icv de GAL 3nmol no produce ningun efecto en los
parametros del test del campo abierto (Narvaez et al., 2014), patrén que se reproduce
en los resultados obtenidos en esta tesis. Esto ademds indica, la ausencia de
condiciones estresantes en nuestro modelo, ya que la GAL produce efectos ansioliticos
sélo en animales testados bajo condiciones de estrés (Morilak et al., 2003; Barrera et
al., 2005). Esto sugiere que la GAL(1-15) a diferencia de la molécula completa GAL, no
necesita un estrés previo para ejercer su accion, lo que sugiere una accion mas potente
del fragmento que de la molécula completa.
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En la prueba de evitacion pasiva, la sesién de entrenamiento, presenta una
gran similitud experimental con el test de la caja luz/oscuridad, prueba de conducta
ampliamente utilizada como modelo animal de ansiedad (Campos et al., 2013). En esta,
se permite al animal que explore entre dos compartimentos, uno oscuro y otro
fuertemente iluminado, midiendo entre otros parametros el tiempo que tarda en
pasar por primera vez al compartimento oscuro, parametro similar a lo que en esta
tesis definimos como latencia de entrenamiento. Este test, se basa en la aversion
innata del roedor a lugares altamente iluminados, generando un conflicto entre el
instinto de exploracidn y su aversion a lugares iluminados (Crawley y Goodwin, 1980;
Crawley et al., 1981). Tratamientos con farmacos ansioliticos, como benzodiacepinas
producen un incremento del tiempo empleado en la cdmara iluminada, por lo que una
disminucion en el tiempo empleado en entrar en la camara oscura reflejaria una
conducta ansiogénica (Crawley y Goodwin, 1980; Crawley et al., 1981). En este test, al
igual que otros donde la medida depende de la actividad exploratoria del animal, es
muy importante comprobar que el efecto producido no es debido a un efecto
producido por el farmaco administrado, de dicha actividad (Campos et al.,, 2013),
cuestion que nosotros podemos descartar ya que ninguna de las dosis ensayadas de
GAL(1-15) produce alteracion de la actividad locomotora en el test del campo abierto.

En la sesion de entrenamiento de la prueba de evitacién pasiva, la
administracion icv de GAL(1-15) a dosis de 3 y 6 nmol produce una disminucién de la
latencia de entrenamiento, parametro que mide el tiempo que tarda el animal en
entrar en la cdmara oscura tras dos minutos en la cdmara clara con fuerte iluminacion,
lo que podria sugerir un efecto ansiogénico, reforzando el papel ansiogénico mostrado
por la GAL(1-15) en la prueba del campo abierto. Por el contrario la dosis de 1 nmol no
resulto efectiva en este parametro.

Existen estudios de otros autores en el que se realiza el test de evitacidon pasiva
administrando GAL 3nmol via icv, donde se observa que esta inyeccidn por si misma no
modifica la latencia de entrenamiento, careciendo esta dosis de GAL de efecto sobre
este parametro (Misane et al., 1998). Esto sugiere de nuevo un papel diferencial del
fragmento GAL(1-15) con respecto a la molécula completa de GAL, donde la GAL(1-15)
disminuiria la latencia de entrenamiento, por tanto mostraria un efecto ansiogénico,
mientras que la molécula completa no presentaria ningun efecto. Ademds estos
resultados estarian en concordancia con los resultados obtenidos en la prueba del
campo abierto, donde la GAL(1-15) presenta un papel ansiogénico, mientras que la
GAL no tiene efecto en esta prueba.
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Respecto a los resultados obtenidos en la latencia de retencion, parametro
medido durante la segunda sesion de la prueba de evitacidn pasiva, Unicamente la
dosis de GAL(1-15) 6 nmol fue capaz de modificar este parametro, disminuyéndolo
significativamente respecto a los controles. Las dosis de 1 y 3 nmol no resultaron
efectivas en esta medida.

Estudios de otros autores demuestran que la administracién de GAL 3 nmol no
modifica significativamente la latencia de retencion medida en un periodo maximo de
5 minutos, sin embargo si se observa una tendencia no significativa de la GAL a reducir
esta latencia (Misane et al., 1998). Aunque los resultados obtenidos en esta tesis no
son comparables con los de este autor, ya que el periodo de medida de la latencia de
retencién es de 10 minutos, la tendencia del fragmento GAL(1-15) coincidiria con la de
molécula completa.

La administracion de GAL(1-15) en el test del laberinto elevado en cruz no
modificé los parametros de este, asi como tampoco produjo ninguna modificacién en
los parametros de actividad locomotora, lo que sugiere que la GAL(1-15) en las dosis y
condiciones empleadas no presenta efecto en este test.

La inesperada ausencia de efecto de la GAL(1-15) en esta prueba de
comportamiento puede deberse a multitud de factores, de hecho la actividad basal de
los animales en la prueba del laberinto elevado es determinada por varios factores
entre los que se encuentran las condiciones de la jaula, niveles de iluminacidn,
variaciones del ritmo circadiano, manipulacién previa del animal entre otras (Campos
et al., 2013), lo que demuestra la sensibilidad de la prueba ante factores ambientales.
Por otro lado, algunas sustancias muestran un comportamiento diferente en distintos
modelos animales de ansiedad, como es el caso del neuropéptido Relaxina-3, donde el
raton carente de este péptido muestra un robusto efecto ansiolitico en la prueba del
laberinto elevado en cruz, sin embargo no muestra efecto alguno en las pruebas del
campo abierto o de la caja luz/oscuridad (Watanabe et al., 2011). Otro caso ocurre con
la benzodiacepina Clordiaxepoxida, la cual induce un efecto ansiolitico en ratones
testados en la prueba del laberinto elevado en cruz, confirmando el efecto ansiolitico
de las benzodiacepinas, sin embargo el mismo efecto no fue observado en ratones
ensayados en el test de la caja luz/oscuridad, mostrando una diferencia entre ambos
test (Clément et al., 2009). Estos resultados podrian sugerir que el test de la caja
luz/oscuridad seria mas relevante para detectar efectos ansiogénicos, mientras que la
prueba del laberinto elevado en cruz seria mejor para medir efectos ansioliticos
(Clément et al., 2009). Esto podria explicar nuestros resultados, ya que la GAL(1-15)
muestra un potente efecto ansiogénico en la prueba del campo abierto y en la
disminucion de la latencia de entrenamiento, en la evitacién pasiva, que equivaldria al
test de la caja luz/oscuridad, no observandose efecto de la GAL(1-15) en el laberinto
elevado. Segun esto y observandose diferentes resultados en la estimaciéon de los
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niveles de ansiedad en diferentes pruebas de comportamiento, algunos autores
recomiendan, como se ha hecho en esta tesis, realizar una bateria de test para la
mejor evaluacion de los niveles de ansiedad o sensibilidad al estrés emocional
(Sudakov et al., 2013).

Como muestran nuestros resultados, el fragmento GAL(1-15) induce un
potente efecto ansiogénico y prodepresivo, indicando por primera vez la implicacién y
el papel fundamental que juega el fragmento GAL(1-15) en los trastornos del estado de
animo. Ademas se muestra un papel diferencial de la GAL(1-15) respecto a la molécula
completa de GAL, produciendo un efecto ansiogénico y prodepresivo mas potente que
esta.

Este efecto diferencial del fragmento con respecto a la GAL ha sido mostrado
en varios trabajos previos, donde la GAL(1-15) era capaz de modular los receptores
postsindpticos 5HT1A en el hipocampo dorsal, mientras la molécula completa no
producia modulacion sobre estos receptores (Hedlund et al., 1994). Por otro lado, el
fragmento N-terminal (1-16) de GAL reducia el reconocimiento del receptor 5HT1A
postsindptico de una forma mas potente que lo hacia la molécula completa de GAL en
la corteza limbica ventral (Diaz-Cabiale et al., 2000).

Este papel diferencial de ambas moléculas también se pone de manifiesto a
nivel de la regulacidon cardiovascular, donde por un lado el fragmento N-terminal
GAL(1-15) antagoniza los efectos cardiovasculares producidos por la GALy ademas la
GAL(1-15) disminuye la sensibilidad del reflejo baroreceptor mientras que la molécula
completa no tenia efecto (Diaz-Cabiale et al., 2005). La GAL(1-15) también interacciona
de forma diferente que la GAL con otros receptores y neuropeptidos implicados en la
funcion cardiovascular como son la Angiotensina o el Neuropéptido Y (Diaz-Cabiale et
al., 2005; Diaz-Cabiale et al., 2010). Por tanto nuestros resultados confirman que el
fragmento GAL(1-15) presenta un papel especifico en la comunicacién en el SNC.

En relaciéon a los receptores implicados en el efecto de la GAL(1-15), se ha
comprobado que los tres subtipos de receptores de GAL clonados muestran una mayor
afinidad por la GAL que por los fragmentos N-terminales como la GAL(1-15) (Brancheck
et al., 1998). Sin embargo, como se ha descrito en la introduccion, existen lugares de
union especificos de alta afinidad para el fragmento GAL(1-15), como es el caso del
hipocampo dorsal, el neocortex y el neoestriado, areas donde los sitios de unidn
mostraron una alta selectividad por el fragmento GAL(1-15) y no por la GAL. En otros
nucleos, como en el Rafe dorsal existe un solapamiento entre los sitios de union de
ambas moléculas (Hedlund et al., 1992). Basandonos en estas evidencias y ya que los
receptores de GAL pueden interaccionar entre ellos o con receptores de otras familias
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mediante la formacion de homo y heterorreceptores (Fuxe et al., 2012), nuestra
hipdtesis para explicar el efecto diferencial de la GAL(1-15) con GAL es que el sitio de
unién del fragmento N-terminal GAL(1-15) podia ser el heterémero formado por lo
receptores GALR1/GALR2, induciendo un cambio conformacional que produciria una
alta especificidad para la GAL(1-15) con una marcada reduccion de afinidad por la
molécula completa (Fuxe et al.,, 2008; Fuxe et al., 2012). Este posible mecanismo
explicaria, como hemos descrito anteriormente, las respuestas funcionales entre
ambas.

Para estudiar que subtipo de receptor de GAL esta implicado en el efecto que
presenta el fragmento GAL(1-15) en las pruebas de comportamiento animal, se utiliza
el antagonista de GALR2, M871, en las pruebas del campo abierto y la natacién
forzada. Este antagonista es altamente especifico para los receptores GALR2 ya que se
une a este receptor 30 veces con mas afinidad que a GALR1, indicando que es un
ligando especifico para GALR2 (Lang et al., 2007).

El antagonista M871, empleado en esta tesis, ha demostrado ser eficaz en
antagonizar otras funciones en las que participa la GAL, como bloquear el dolor en un
modelo nociceptivo en animales (Jimenez-Andrade et al.,, 2006), o bloquear el
aumento, producido por la GAL a través de su receptor GALR2, en el efecto ansiolitico
del receptor Y1 del NPY en pruebas de comportamiento animal (Narvaez et al., 2014),
en este ultimo caso utilizado a una concentracion de 3 nmol, la misma que se emplea
en los experimentos de esta tesis.

En la prueba de la natacion forzada, la administracion del antagonista M871

solo, no produce ninguna modificacion en el tiempo de inmovilidad o escalada. Por lo
que la dosis de M871 3nmol no resulta efectiva en la prueba de la natacién forzada.

Sin embargo, la coadministracion de la GAL(1-15) con el antagonista M871
bloqueé completamente el efecto prodepresivo producido por el fragmento GAL(1-15)
tanto en el tiempo de inmovilidad como en el tiempo de escalada. Estos resultados
demuestran la implicacién del receptor GALR2 en el efecto de la GAL(1-15) en la
prueba de la natacién forzada.

El receptor GALR2 estd implicado en mecanismos de efectos antidepresivos. En
trabajos previos se muestra que el agonista de los receptores GALR2 AR-M1896
administrado via icv en ratas, disminuye la inmovilidad en la prueba de la natacién
forzada indicando un efecto antidepresivo (Kuteeva et al., 2008b). De acuerdo con
estos resultados, ratones transgénicos que sobreexpresan el receptor GALR2 también
disminuyen la inmovilidad en este test, mostrando una conducta antidepresiva (Le
Maitre et al., 2011). Ademas el tratamiento crénico con el antidepresivo Fluoxetina,
produce un aumento del RNAm del receptor GALR2, acompafiado de un aumento en la
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densidad del receptor en el nucleo dorsal del Rafe (Lu et al.,, 2005). Todos estos
trabajos indican que el receptor GALR2 presenta una implicacién en la depresion.

Nuestros resultados demuestran la importancia del receptor GALR2 en el
efecto prodepresivo inducido por el fragmento GAL(1-15), dado que GAL(1-15) tiene
menos afinidad por GALR2 que la GAL la accién de la GAL(1-15) no puede explicarse
solo por su efecto sobre GALR2. Nuestra hipdtesis es que el bloqueo del receptor
GALR2 impediria la funcionalidad del heterodimero GALR1/GALR2, lo que produciria el
bloqueo del efecto producido por la GAL(1-15) observado.

Por otro lado, en el campo abierto, los resultados obtenidos muestran que la

inyeccion del antagonista M871 sélo, a dosis de 3 nmol aumenta el nimero de
entradas en la zona central del campo abierto, sin embargo el tiempo de permanencia
en la zona central no fue modificado por este.

Aunque observamos un aumento en el nimero de entradas en la zona central,
la inyecciéon de M871 no afecté al tiempo de permanencia en esta zona en la misma
prueba, parametro principal en esta prueba, por lo que no podemos hablar de un
efecto ansiolitico de este antagonista basandonos en sélo un parametro. Ademas en
otros estudios donde se utiliza este antagonista en la prueba del campo abierto, se
muestra que el M871 no modifica ninguno de los dos parametros en esta prueba
(Narvdez et al., 2014).

Nuevamente nos encontramos que el antagonista M871 fue capaz de bloquear
el efecto ansiogénico de la GAL(1-15) en ambos parametros de la prueba del campo
abierto, demostrandose asi la implicacion del receptor GALR2 en el efecto del
fragmento GAL(1-15) también en esta prueba.

El efecto especifico del receptor GALR2 en la ansiedad aun no esta bien
caracterizado. De hecho, ratones carentes del receptor GALR2 muestran conducta
ansiosa o no muestran ningun efecto dependiendo del fondo genético de los mutante
(Bailey et al., 2007; Lu et al., 2008). Sin embargo nuestros resultados demuestran la
importancia del receptor GALR2 en el efecto ansiogénico inducido por la GAL(1-15).

Estos resultados indican que el antagonista de los receptores GALR2 bloquea
los efectos prodepresivos y ansiogénicos inducidos por el fragmento GAL(1-15) en las
pruebas de la natacion forzada y el campo abierto, lo cual puede ser explicado por
nuestra hipdtesis, ya que bloquearia el protdmero GALR2 del heteroreceptor
GALR1/GALR2 reduciendo la accién ejercida por la GAL(1-15).
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Por tanto, nuestros resultados demuestran por primera vez que el fragmento
N-terminal GAL(1-15) presenta un efecto ansiogénico y prodepresivo en modelos
animales de comportamiento, mostrandose, ademds de forma mas potente que la
molécula completa de GAL. Esto indica un papel diferencial del fragmento respecto a la
molécula completa, destacando la implicacion del fragmento GAL(1-15) en los
trastorno del estado de animo y validando ademas, la hipdtesis de que la GAL(1-15)
presenta un papel especifico en la comunicacién cerebral. Ademas hemos demostrado

gue los efectos ansiogénicos y prodepresivos del fragmento estdn mediados, al menos,

por

el receptor GALR2.
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Figura 1. Esquema representativo del efecto del fragmento GAL(1-15) y la molécula completa GAL en las

pruebas de comportamiento del Campo Abierto (del inglés, OFT) y la prueba de la Natacion Forzada (del
inglés, FST).
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2. Técnicas inmunohistoquimicas y de ligazén por proximidad.

Para demostrar la existencia del heterodimero formado por los receptores
GALR1/GALR2 (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012) estudiamos en secciones de cerebro
de rata, si existe colocalizacion de ambos receptores en nucleos claves en la depresién
y la ansiedad como son el hipocampo dorsal (Nestler et al., 2002) y el nucleo dorsal del
Rafe (Fuxe et al., 1998, 2008, 2012). Esta colocalizacién celular de los receptores
GALR1 y GALR2 es el primer paso para la demostracién de la existencia del
heterodimero propuesto GALR1/GALR2, ya que la colocalizacidn de los receptores en
una misma neurona es fundamental para una posible interaccién entre ambos (Fuxe et
al., 2009; Fuxe y Kenakin, 2010; Kenakin et al., 2010).

La eleccidén de los nucleos objeto de estudio se debe, a que tanto el hipocampo
dorsal como el nucleo dorsal del Rafe estan relacionados con los trastornos del estado
de animo (Nestler et al.,, 2002; Fuxe et al., 1998, 2008, 2012). Ademas la GAL esta
presente tanto en el hipocampo dorsal como en el nucleo dorsal del Rafe (Skofitsch y
Jacobowitz, 1985; Jacobowitz et al., 2004; Amaral y Lavanex, 2007) como se ha
comprobado mediante técnicas de hibridacién in situ e inmunohistoquimica,
colocalizando en estos nucleos con la Serotonina, uno de los principales
neurotransmisores implicados en la depresién (Carlsson et al., 1968). De hecho se ha
descrito que una gran proporcidon de las neuronas serotoninérgicas del Rafe dorsal
también contiene GAL, estando la GAL también presente en fibras serotoninérgicas en
areas diana del Rafe dorsal como es el hipocampo (Melander et al., 1986).
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Otro motivo de eleccion de las zonas del hipocampo dorsal y del nucleo dorsal
del Rafe, es su relacidon con el fragmento N-terminal GAL(1-15), ya que uno de los
lugares especificos de union para el fragmento GAL(1-15), descritos mediante el

125 es el hipocampo dorsal, donde

marcaje directo del fragmento GAL(1-15) con |
ademas se presentaba una baja densidad de sitios de unién de la molécula completa,
mientras que en el Rafe dorsal también existen lugares de unién especificos de la
GAL(1-15) pero también de la GAL (Hedlund et al., 1992). Ademas, se observa que en
el hipocampo dorsal Unicamente el fragmento GAL(1-15), y no la molécula completa
GAL, puede modular antagénicamente los receptores 5HT1A (Hedlund et al., 1994) lo

gue hace pensar que es una zona diana especifica de la GAL(1-15).

Ademas de lo expuesto anteriormente, las pruebas de comportamiento en las
qgue el fragmento GAL(1-15) ha demostrado tener un potente efecto, estan
relacionadas con las dreas del hipocampo dorsal y del nucleo dorsal del Rafe. En la
prueba de la natacion forzada tanto el Citalopram como la Fluoxetina, ambos farmacos
antidepresivos inhibidores de la recaptacién de 5HT, han demostrado su eficacia
(Cipriani et al., 2009, 2012; Chau et al.,, 2011), observandose efectos similares
inyectando Fluoxetina directamente en el nucleo del Rafe (Baudry et al., 2010). En las
pruebas utilizadas para medir el nivel de ansiedad, como el campo abierto y el
laberinto elevado, agonistas de los receptores 5HT1A como la buspirona o el 8-OH-
DPAT muestran un efecto ansiolitico (Siemiatkowski et al., 2000; Prut y Belzung, 2003;
Collinson et al., 1997), mientras que inyecciones directamente en el hipocampo y en la
amigdala producen un efecto ansiogénico mientras que la inyeccién en el rafe produce
el efecto contrario (Akimova et al., 2009), relacionando estos nucleos con las pruebas
de conducta. Ademas, el test de evitacién pasiva esta relacionado directamente con el
hipocampo (Razani et al., 2001; Mikeda et al., 1984; Charney, 2006).

Mediante técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia simple
demostramos en esta tesis la coexpresion y distribucién de los receptores GALR1 y
GALR2 en las zonas del hipocampo dorsal y nucleo dorsal del Rafe.

Con respecto al receptor GALR1 observamos su expresion en células a nivel del
hipocampo dorsal, incluyendo las distintas porciones del Cuerno de Ammon (CA1, CA2
y CA3) asi como el Giro Dentado (DG). En el nucleo dorsal del Rafe (DR) también se
observd sefal especifica del receptor GALR1. La localizacién del receptor fue
generalmente citoplasmatica centrandose en el soma celular, aunque también se
observaba presencia del receptor en prolongaciones neuronales.
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Como se describe en la literatura, el receptor GALR1 esta ampliamente
distribuido en el SNC, con una alta expresién entre otros nucleos en el hipocampo y en
el nucleo dorsal del Rafe (Waters y Krause, 2000; Mitsukawa et al., 2010), coincidiendo
con los resultados obtenidos en esta tesis y validando por tanto la especificidad del
anticuerpo utilizado.

En el caso del marcaje sencillo del receptor GALR2, la distribucidn observada
fue muy similar a la del receptor GALR1, pudiendo observarse sefial del receptor en las
zonas CA1, CA2, CA3 y Giro Dentado del hipocampo dorsal, asi como en el Rafe dorsal.
Siendo la localizacion de GALR2 citoplasmatica, concentrandose en los somas
neuronales, observandose también la presencia en algunas fibras celulares.

Al igual que el receptor GALR1, la bibliografia indica que GALR2 esta también
ampliamente expresado en el SNC, encontrandose altos niveles de expresion en el
hipocampo, particularmente en el Giro Dentado y en CA3, ademds encontrandose
también presente en el nucleo del Rafe dorsal (O’Donnell et al., 1999; Waters y Krause,
2000; Mitsukawa et al., 2010), coincidiendo con la distribucién encontrada en nuestros
experimentos, lo que valida tanto las técnicas como el anticuerpo anti-GALR2 utilizado.

Aungue con estos experimentos demostramos la coexistencia de los receptores
GALR1 y GALR2 en las areas del hipocampo dorsal y del nucleo dorsal del Rafe, es
necesario demostrar la colocalizacidon celular de ambos receptores para que fuera
compatible con la hipétesis formulada del heterodimero GALR1/GALR?2.

En los experimentos realizados con doble marcaje de los receptores GALR1 y
GALR2, se observa la colocalizacién celular de ambos receptores en los nucleos objeto
de estudio, tanto en el hipocampo dorsal, en las zonas de CAl1, CA2, CA3 y Giro
Dentado como en el nucleo del Rafe dorsal, coincidiendo con la coexistencia
demostrada mediante los experimentos con marcajes simples.

La colocalizacién de los receptores GALR1 y GALR2 se observa a nivel
citoplasmatico con una fuerte sefial de ambos en los cuerpos celulares, observandose
también colocalizacién de ambos receptores en algunas fibras neuronales. La
especificidad de la sefial de estos experimentos de inmunofluorescencias dobles se
demostré mediante el uso de controles primarios y mediante la observacion de
algunas células y fibras que sdlo presentaban un unico receptor, indicando que la sefial
obtenida de cada receptor era especifica.
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Estos resultados demuestran por primera vez, que existe una alta colocalizacion
celular de los receptores GALR1 y GALR2 en el hipocampo dorsal y en el nucleo dorsal
del Rafe, nucleos que estan implicados en los trastornos del estado de animo (Nestler
et al., 2002; Fuxe et al., 1998, 2008, 2012) y que ademas presentan lugares de unién
especificos para la GAL(1-15) (Hedlund et al., 1992).

Por tanto, estos resultados obtenidos serian compatibles con nuestra hipoétesis,
donde la GAL(1-15) se uniria preferentemente al heterodimero formado por los
receptores GALR1/GALR2 (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012), ya que la colocalizacién
de los receptores en una misma neurona resulta imprescindible para una posible
interaccion entre ambos (Fuxe et al., 2009; Fuxe y Kenakin, 2010; Kenakin et al., 2010),
y que podria explicar tanto el efecto ejercido por el fragmento GAL(1-15) como el
papel diferencial con la molécula completa.

Mediante la técnica de ligazon por proximidad (PLA) estudiamos si los
receptores GALR1 y GALR2, que colocalizan en las mismas neuronas, se encuentran en
estrecha proximidad, entre 10 y 30nm, lo que sugeriria que ambos receptores estan a
una distancia que permite la formacién de complejos heterodimeros (Fuxe et al., 2008;
Fuxe et al., 2009; Borroto-Escuela et al., 2013).

Hasta los ultimos afos, los métodos que habian sido desarrollados para
estudiar la interaccidn entre receptores en complejos heterodimeros requerian de
construcciones genéticas para ser expresadas en células en cultivo, excluyendo asi el
estudio en tejido (Fuxe et al., 2012b; Borroto-Escuela et al., 2013). Ante este problema,
el método de ligazdon por proximidad se ha adaptado para el estudio de heterémeros,
permitiendo la localizacién y el estudio de estos ex vivo (Borroto-Escuela et al., 2013).

Este técnica de ligazdn por proximidad ha sido utilizada por otros autores con el
fin de detectar heterodimerizacidn entre distintos tipos de receptores de membrana,
como es el caso de la confirmacidn en el estriado del heterémero A2A-D2 (Trifilieff et
al., 2011) o la interaccidn entre los receptores de serotonina 5SHT1A y los receptores de
factor de crecimiento FGFR1 (Borroto-Escuela et al., 2012b).

Nuestros resultados muestran que los receptores GALR1 y GALR2 se
encuentran en estrecha proximidad en el hipocampo dorsal, en las zonas de CA1, CA2,
CA3 y Giro Dentado asi como en el nucleo dorsal del Rafe, zonas donde observamos
sefial positiva de PLA, mostrada como puntos rojos. Ademas estas zonas coinciden con
los nucleos donde existia colocalizacion de ambos receptores, lo cual indica que no
sblo colocalizan los receptores GALR1 y GALR2 en las mismas neuronas sino que se
encuentran a una distancia muy préxima, lo que les permitiria interaccionar formando
un heterodimero (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2009).
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La técnica de ligazén por proximidad, ademas de permitirnos la deteccion de
complejos heterodimeros y hacer un andlisis cualitativo mediante la localizaciéon en
tejido, nos permite hacer un estudio cuantitativo de los complejos heterodimeros en
los distintos nucleos (Borroto-Escuela et al., 2012b; Borroto-Escuela et al., 2013).
Donde en nuestro caso, pudimos observar que la cantidad de complejos GALR1/GALR2
detectados en el hipocampo dorsal era practicamente constante en las distintas zonas
medidas, como CA1,CA2, CA3 y Giro Dentado, sin embargo la cantidad de complejos
GALR1/GALR2 detectados en la células del Rafe Dorsal eran significativamente superior
al numero detectado en el Hipocampo. Lo que indica que el heterodimero
GALR1/GALR2 se forma en ambas zonas, pero en un mayor nimero en el Rafe dorsal.

Existen varias maneras para la comprobacion de la especificidad de la seial
obtenida de PLA, una seria el andlisis de zonas que en las que no se expresa alguna de
las proteinas detectadas o donde las proteinas hayan reducido su expresién mediante,
por ejemplo, el uso de silenciamiento génico por siRNA (Borroto-Escuela et al., 2013).
Para la comprobacién de la especificidad de la sefial de PLA de nuestros experimentos
se analizo el area del Cuerpo Calloso, area que carece del receptor GALR2 (O’Donnell
et al., 1999), no observdndose complejo GALR1/GALR2, ademds tampoco se observd
sefial PLA en la capa molecular del Giro Dentado confirmando la especificidad de la
sefal.

Por tanto, nuestros resultados muestran por primera vez la existencia de
complejos heterodimeros GALR1/GALR2 en tejido. Estos heterodimeros se situarian en
zonas, donde anteriormente demostramos que existia colocalizacion entre ambos
receptores, como son el hipocampo dorsal y el nicleo dorsal del Rafe y que estdn
altamente relacionadas con la depresion y la ansiedad (Nestler et al., 2002; Fuxe et al.,
1998, 2008, 2012), zonas, donde ademas, se han descrito lugares de unién especificos
para el fragmento GAL(1-15) (Hedlund et al., 1992), coincidiendo con la hipdtesis inicial
que la GAL(1-15) actuaria a través del heterodimero GALR1/GALR2. Ademas el nimero
de complejos GALR1/GALR2 detectados seria mayor en el nicleo dorsal del Rafe que
en el hipocampo dorsal, lo que sugeriria que aunque la GAL(1-15) podria actuar sobre
ambas dareas, su principal diana seria el Rafe dorsal.

247



Discusion

Heterodimero
GALR1/GALR2

GAL(1-15)

Rafe dorsal Hipocampo dorsal ‘

Figura 2. Esquema representativo del Heterodimero formado por los receptores GALR1 y GALR2, asi

como su localizacién en tejido en el Hipocampo dorsal y en mayor nimero en el nicleo del Rafe dorsal.
Modificado de Fuxe et al., 2012.

3. Animales KnockDown GALR2: Bloqueo del heterodimero GALR1/GALR2.

Tras la demostracion de la existencia del heterodimero GALR1/GALR2 en el
hipocampo dorsal y en el nucleo del Rafe dorsal, lo cual concordaria con nuestra
hipdtesis de que el fragmento GAL(1-15) ejerce su accion a través de este, generamos
un modelo animal con una expresién reducida del receptor GALR2 (KnockDown) con el
objetivo de analizar el efecto producido por la GAL(1-15) en las pruebas de
comportamiento asi como analizar la cantidad de heterodimeros GALR1/GALR2 en los
nucleos estudiados.

El silenciamiento génico a través de ARN pequefio de interferencia (siRNA) es
un método para la inhibicion de la expresion de genes diana y asi inducir un descenso
en la expresién de la proteina asociada tanto in vitro como in vivo (Akhtar y Benter,
2007; de Fougerolles et al., 2007; Elbashir et al., 2001; Shim y Kwon, 2010; Kole et al.,
2012; Nakajima et al., 2012). Estos siRNA han sido aplicados en investigacion y son
considerados como una potente herramienta clinica en el tratamiento de
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enfermedades, incluyendo trastornos neuropsiquiatricos (Akhtar y Benter, 2007; Chen
y Zhaori, 2011). Desafortunadamente, los siRNA generalmente no son lo
suficientemente estables para ejercer su accion in vivo ya que son rapidamente
degradados por endo y exonucleasas (Shim y Kwon, 2010). Inyecciones directas de
SiRNA desnudos en el SNC han demostrado un silenciamiento génico eficaz, pero
solamente en los alrededores de la inyeccién y no en lugares mas alejados (Jean et al.,
2007; Lingor et al., 2005; Makimura et al., 2002; Manrique et al., 2009). Por eso se han
desarrollado varios sistemas de administracién de estos siRNA incluyendo liposomas,
virus y modificaciones quimicas entre otros (Nakajima et al., 2012).

Para la generacion de los animales KnockDown GALR2 usamos el sistema
Accell siRNA desarrollado por Thermo Scientific Dharmacon, el cual presenta una
modificacion quimica que le permite la entrada a la célula sin necesidad de reactivos
de transfeccion, lo cual evita la toxicidad celular (Baskin et al., 2008), y hace al siRNA
resistente durante un tiempo a las endo y exonucleasas. El sistema Accell siRNA ha
sido ampliamente usado por otros autores en cultivos celulares, demostrando ser
eficaz en el silenciamiento de los genes diana in vitro (Dolga et al., 2008; Dreses-
Werringloer et al., 2008; Sebeo et al., 2009; Suzuki et al., 2010). Algunos autores han
utilizado este sistema también in vivo, administrdndolo via intravenosa o intranasal
(Bonifazi et al., 2010; Difeo et al., 2009) o la administracidén directa en cerebro via icv
(Nakajima et al., 2012).

La administracion icv mediante una sola inyeccion ha demostrado se eficaz en
la liberacion y silenciamiento génico mediante el sistema Accell siRNA en cerebro de
rata adulta, ademas se ha comprobado que su distribucion es amplia mostrando
reduccion de expresidon en hipocampo, corteza, sustancia negra y cerebelo indicando
que la inyeccidn icv de Accell siRNA es un potente sistema in vivo capaz de inducir la
incorporacion en varios tipos de células en diversas regiones del cerebro (Nakajima et
al., 2012). Siendo ademds un sistema especifico de reduccion de expresion de
proteinas en neuronas, ya que no se incorpora en células gliales (Nakajima et al., 2012).

La administracidn icv es la elegida para la realizacion del knockdown GALR2, ya
gue es la misma via de administracion del fragmento GAL(1-15), ademas como la
generacion del modelo de silenciamiento de GALR2 se realizaria mediante una
inyeccion unica del siRNA en el momento de la implantacion de la canula, el modelo
seria compatible con la realizacién de pruebas de comportamiento animal, sin
influencia de la cirugia ni la inyeccidn.
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Para efectuar la comprobacion del modelo KnockDown GALR2, se utilizd la
técnica de RT-PCRq para evaluar los niveles de mRNA del receptor en hipocampo
dorsal, tras la administracion del Accell siRNA GALR2 (de la Monte et al., 2011). Estos
experimentos mostraron una maxima reduccién del mensajero de GALR2 en el dia 4
tras la inyeccidn, manteniéndose ese nivel minimo hasta el dia 6 donde a partir de ese
punto irian volviendo progresivamente los niveles de mRNA hasta los niveles iniciales.

Esto indicaria que el sistema Accell siRNA GALR2 es eficaz en el silenciamiento
génico del receptor GALR2, produciendo una reduccion de su RNA mensajero, y que
ademas esta reduccién la detectamos en el hipocampo dorsal, nicleo objeto de
estudio, por lo que la distribucion del sistema Accell siRNA seria valido para nuestros
experimentos.

Para la determinacion directa de los niveles de expresion de proteinas GALR2
tras la inyeccién del Accell siRNA, utilizamos la técnica de inmunohistoquimica
(Nakajima et al., 2012) frente a otras como pueden ser el western blot o ELISA (de la
Monte et al., 2011; Nakajima et al.,, 2012), ya que la inmunohistoquimica permite
cuantificar la expresién de la proteina ademds de poder localizar esta expresién
anatémicamente en el tejido.

Mediante la inmunohistoquimica se realiza una curva de tiempo del receptor
GALR2, con el objetivo de ver el dia de minima expresion del receptor en la zona CAl
en el hipocampo dorsal, uno de los nucleos estudiados en esta tesis y en la corteza
periforme, area alejada del ventriculo donde nos permitira comprobar si la distribucion
del siRNA es buena, observandose una reduccidn del receptor GALR2 en CA1 en torno
al 35% el dia 8 tras la inyeccidn del siRNA, esta reduccidon se mantiene hasta el dia 12
restableciéndose los niveles normales posteriormente. En la corteza piriforme la
maxima reduccidn de la expresion de la proteina también fue el dia 8 con un 50% de
reduccion, restableciéndose los niveles de proteina progresivamente desde este punto.

Con la disminucidn de la expresién de GALR2 mediante inmunohistoquimica, no
s6lo mostramos la validez del siRNA (Nakajima et al., 2012) sino que también
demostramos la validez y especificidad del anticuerpo utilizado, ya que Ila
comprobacién de los anticuerpos en animales knockdown es uno de los métodos para
demostrar su selectividad (Michel et al., 2009).
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De esta manera comprobamos que el sistema Accell siRNA empleado no sélo
reduce los niveles de RNA mensajero del receptor GALR2 sino que también reduce la
expresion de proteinas de una manera significativa en ndcleos como el hipocampo
dorsal estudiado en esta tesis y en zonas alejada del lugar de inyeccién mostrando que
presenta una amplia distribucién, lo que concuerda con estudios previos (Nakajima et
al., 2012). Ademas esta maxima reduccion se produciria en torno al octavo dia tras la
inyeccion, lo que permite que el animal tenga un postoperatorio normal, lo que
posibilita la realizacion posterior de pruebas de comportamiento. Por tanto el sistema
Accell siRNA se muestra como un sistema efectivo para la generacién de animales
KnockDown del receptor GALR2 y que ademas nos posibilita la realizacién de estudios
de comportamiento con estos animales.

Basandonos en las curvas de tiempo de expresidon de GALR2 realizadas
anteriormente, los animales knockdown GALR2 realizan las pruebas de
comportamiento el dia 7 el test del campo abierto y el dia 9 el test de la natacién
forzada, periodo en el que el receptor se encuentra en una minima expresion.

En estos experimentos de conducta se utilizd como control animales tratados
con Accell siRNA Control, el cual no presenta ninguna diana génica, para descartar que
el sistema Accell siRNA empleado tuviera algun efecto sobre las pruebas de
comportamiento (Nakajima et al., 2012), mostrando un comportamiento similar en los
test que los controles inyectados con LCRa o Vehiculo.

En la prueba del campo abierto los animales knockdown GALR2 no mostraron
diferencias en los pardmetros analizados tras la administracién del fragmento GAL(1-
15) lo que muestra que la ausencia del receptor GALR2 produce un bloqueo del efecto
ansiogénico mostrado por la GAL(1-15) en animales normales. De la misma forma, en
la prueba de la natacién forzada, donde el fragmento GAL(1-15) habia mostrado un
potente efecto prodepresivo, no parecia tener ningun efecto en animales con una
expresion reducida del receptor GALR2, mostrando la importancia de este receptor en
el efecto producido por la GAL(1-15).

Por tanto, estos resultados demuestran que la reduccion del receptor GALR2
bloquea el efecto ansiogénico y prodepresivo producido por el fragmento GAL(1-15),
de igual manera que lo hace el M871, antagonista especifico de los receptores GALR2
(Lang et al.,, 2007). Mostrando que el GALR2 esta directamente involucrado en el
efecto producido por la GAL(1-15), siendo compatible con la hipdtesis del
heterodimero GALR1/GALR2.
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Con el tejido obtenido de los animales KnockDown GALR2 tras la realizacidn de
la pruebas de conducta, en los que se bloquea el efecto del fragmento GAL(1-15), se
realizd en primer lugar una comprobacion mediante, inmunofluorescencia doble
GALR1-GALR2, de la reduccion de la presencia de GALR2. Observamos claramente una
menor marca de GALR2 en el hipocampo dorsal y en el Rafe dorsal, reduciéndose por
tanto la colocalizacién con GALR1, y mostrandose una expresion de este normal, por lo
que el silenciamiento génico de GALR2 no afectaria a la expresion del receptor GALR1.

Ademas con secciones de estos mismos animales, se realizo una cuantificacion
de los heterodimeros GALR1/GALR2, mediante ligazén por proximidad (Borroto-
Escuela et al., 2013), en areas objetos de estudio en esta tesis como el hipocampo
dorsal y el nucleo dorsal del Rafe, lugares donde previamente hemos demostrado
presencia de estos heterodimeros.

En el hipocampo dorsal encontramos una importante reduccién del nimero de
heterodimeros GALR1/GALR2 llegando al 40% en CA1, pero en el nucleo dorsal del
Rafe, zona donde la existencia de heterodimeros habia sido muy superior, la reduccion
llego hasta el 60%. Por lo que podemos sugerir que los efectos producidos por el
fragmento GAL(1-15) pueden estar mediados por el heterodimero GALR1/GALR2, ya
que al disminuir el nimero de receptor GALR2 mediante silenciamiento génico
reducimos el nimero de heterodimeros GALR1/GALR2 formados y por tanto el sitio de
unién del fragmento GAL(1-15), ademas observamos que la principal diana de este
fragmento seria el nucleo del Rafe dorsal.

Por tanto, estos resultados nos ayudan a contrastar nuestra hipdtesis ya que
mostramos la presencia del heterodimero GALR1/GALR2 en nucleos clave para la
depresion y ansiedad como son el hipocampo dorsal y el nucleo dorsal del Rafe
(Nestler et al.,, 2002; Fuxe et al., 1998, 2008, 2012), lugares donde ademads se ha
demostrado la existencia de sitios de union especificos para el fragmento GAL(1-15)
(Hedlund et al., 1992) y bloqueamos el efecto del fragmento mediante la reduccidon del
heterodimero GALR1/GALR2, con una mayor magnitud en el nucleo del Rafe dorsal, lo
que nos hace pensar que el efecto de la GAL(1-15) se produce principalmente en ese
nucleo.
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4. Cultivos celulares: Mecanismo de accion del heterodimero GALR1/GALR2.

Tras relacionar, los resultados prodepresivos y ansiogénicos del fragmento
GAL(1-15) obtenidos en las pruebas de comportamiento animal con la existencia del
heterodimero GALR1/GALR2, determinamos en células en cultivo el mecanismo de
accion celular del heterodimero GALR1/GALR2, mediante el estudio del patrén de
internalizacion de los receptores GALR1 y GALR2 tras la estimulacién con el fragmento
GAL(1-15) asi como la molécula completa GAL.

Ademas en células serotoninérgicas en cultivo, procedentes del nucleo del Rafe,
analizaremos como afecta la GAL(1-15) a la activacién celular asi como a la liberacién
de 5HT.

Patrdn de internalizacion de los receptores GALR1 y GALR2

Los Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCRs), tras la estimulacion por un
ligando, son internalizados e integrados en wuna series de compartimentos
endosomales que van a determinar el destino del receptor (Ferguson et al., 2001;
Fichter et al., 2010). Los receptores de membrana son internalizados en vesiculas
endociticas las cuales son sujeto de dos destinos diferentes, un destino es la ruta de
reciclaje, donde se restauran los receptores en la membrana plasmatica de nuevo,
produciendo una resensibilizacién del receptor. La otra ruta posible es la via de
degradacion, donde los receptores son transportados a lisosomas y proteolizados,
produciendo una regulacion por disminucion de receptor (Marchese et al., 2003;
Fichter et al., 2010). En general, los GPCRs pueden ser divididos en dos grupos: los
receptores que rapidamente entran en ruta de reciclaje y los que entran en ruta de
degradacion. Hay receptores que se reciclan eficientemente como el B,AR o el
receptor de Neurokinina-1 y otros como el PAR1 o el 6-opioide que se degradan
rapidamente (Marchese et al., 2003), pero parece que la decision de la ruta que debe
tomar el receptor ocurre en los endosomas tempranos, lugar donde se segregan las
vesiculas que contiene los receptores para el reciclaje o para la degradacidn (Sachse et
al., 2002). El conocimiento del trafico vesicular de los GPCRs es critico para la
comprension total de la regulacién de la sefial de los receptores (Sorkin et al., 2009;
Polo et al., 2006; Murphy et al., 2009).
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Existen numerosos modelos in vitro que usan células no nerviosas transfectadas
con receptores normales o mutados, donde tras la activacion mediante agonistas de
los receptores, se produce la modificacion de la localizacién subcelular del receptor,
dirigiendo al receptor hacia el reciclaje o la degradacién, definiendo finalmente la
abundancia del receptor en la membrana (Bloch et al., 1999). Ademas estos eventos
pueden ser directamente visualizados y analizados con una muy buena resolucion
celular y subcelular mediante microscopia confocal (Bloch et al., 1999), lo que hace a
estos modelos muy utiles para el estudio del trafico vesicular de receptores.

En esta tesis hemos utilizado un modelo de célula no nerviosa, HEK293, en la
qgue se han transfectado los receptores GALR1 clonado con YFP y el receptor GALR2,
realizando el seguimiento intracelular del receptor GALR1 mediante la visualizacion
de la proteina YFP.

Los resultados muestran que en células donde Unicamente se expresa el
receptor GALR1 la estimulacion con la molécula completa de GAL produciria una
internalizacion rapida del receptor hasta los 30 minutos a partir de donde empezaria a
disminuir. Mientras que tras la estimulacion con GAL(1-15) la internalizacion se
produce con un retraso respecto a la molécula completa llegando al punto maximo a
los 60 minutos.

Estudios previos de otros autores demuestran en células PC12 transfectadas
con el receptor GALR1, que tras la estimulacion con GAL, se produce una rapida
internalizacion tras 10 minutos de la estimulacidn, disminuyendo esta a los 45 minutos
(Xia et al., 2008), lo que concordaria con los resultados obtenidos en células HEK293
en esta tesis, validando el método utilizado. Sin embargo otros tipo de células como las
CHO muestran la maxima internalizacién del receptor tras la estimulacién con GAL a
los 60 minutos, sin haber medido ningun tiempo previo, manteniéndose esta hasta los
120 minutos (Wirz et al., 2005), lo que puede sugerir una variacion en el patrén de
internalizacion dependiente del tipo celular empleado.

El retraso en la internalizacion, sufrido tras la estimulaciéon con la GAL(1-15),
con respecto a la GAL podria deberse a la baja afinidad que presenta este receptor por
la GAL(1-15) (Branchek et al., 2000), lo cual disminuiria la estimulacidon de GALR1.

En células HEK293, donde se coexpresan los receptores GALR1 y GALR2,
observamos que tras la estimulacidn con la molécula completa de GAL apenas se
produce internalizacién del receptor GALR1, sin embargo tras la estimulacion con la
GAL(1-15) se produce una fuerte internalizacién que perdura durante los 120 minutos
registrados.
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Estos resultados respaldarian nuestra hipotesis del heterodimero GALR1/GALR2,
donde el fragmento GAL(1-15) se uniria preferentemente a este dimero (Fuxe et al.,
2008; Fuxe et al.,, 2012) estimuldndolo y por tanto induciendo su internalizacion,
mientras que el heterodimero GALR1/GALR2 no seria diana de la molécula completa
de GAL y por tanto esta no induciria a su internalizacion. La co-internalizacién de
heterodimeros de receptores es un fendmeno observado anteriormente por otros
autores, como en el caso del heterodimero formado por los receptores Aja/D>
(Borroto-Escuela et al., 2011) o del heterodimero 5HT1A/5HT7 (Renner et al., 2012),
donde se muestra que la heterodimerizacion altera el perfil de internalizacion de los
receptores independientes (Renner et al., 2012).

Existen distintas formas de estudiar el trafico vesicular de los receptores

internalizados, en esta tesis se ha realizado mediante el estudio de proteinas
implicadas en este trafico, como son la proteina GTPasa Rab5 (Borroto-Escuela et al.,
2012b) o la proteina LAMP1 (Fichter et al., 2010; Trivedi et al., 2012).

Dentro de la familia de proteinas GTPasas Rab, existen distintas proteinas
implicadas en la endocitosis y trafico de GPCRs entre endosomas tempranos, tardios y
lisosomas (Zerial y McBride, 2001; Magalhaes et al., 2012). La primera indicacién de
que las proteinas Rab podian interactuar directamente con los GPCRs, fue con la
identificacion de la proteina Rab5, la cual interactuaba con el receptor AT;a, jugando
un papel en la formacion, trafico y fusion de vesiculas recubiertas por Clatrina con
endosomas tempranos (Magalhes et al.,, 2012). Por tanto, Rab5 es uno de los
miembros mas estudiados de la familia de GTPasas Rab, donde estudios funcionales
indican que Rab5 es clave en la regulacion de la endocitosis temprana, donde esta
implicada en la formacién de vesiculas de Clatrina y su fusién con endosomas
tempranos (Bliek, 2005; Haas et al., 2005), pudiéndose utilizar como marcador de
endosomas tempranos (Borroto-Escuela et al., 2012b).

El destino intracelular final de muchos receptores es la degradacion en los
lisosomas, en la llamada ruta de degradacién (Marchese et al., 2003), por eso una
forma de conocer esta ruta es mediante el estudio de la formacién de lisosomas a
través de la Proteina Asociada a Membrana de Lisosoma (LAMP1) (Fichter et al., 2010;
Trivedi et al., 2012) que es una de las proteinas mas abundantes en la superficie de los
lisosomas (Eskelinen, 2006).
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En esta tesis hemos realizado experimentos en los que se han estudiado las
proteinas Rab5 como marcador de endosomas tempranos (Borroto-Escuela et al.,
2012) y LAMP1 como marcador de lisosomas (Fichter et al., 2010), en células
transfectadas con los receptores GALR1, GALR2 o ambos.

Los resultados muestran que en células transfectadas Unicamente con el
receptor GALR1 y tras la estimulacién con GAL, el patron de formacidon de endosomas
tempranos es parecido al de internalizacion obtenido anteriormente, donde se ve que
va aumentando levemente hasta los 30 minutos disminuyendo a partir de aqui. Sin
embargo el nimero de lisosomas formados es muy alto, permaneciendo elevado en
todo el tiempo de registro. Por el contrario tras la estimulacidon con el fragmento
GAL(1-15), la formacién de endosomas tempranos sufre un retraso con respecto a la
molécula completa, al igual que ocurre en la internalizacion, observandose un efecto
similar a la GAL en la formacién de lisosomas pero con un menor nimero de estos.

Estos resultados sugieren en primer lugar que la GAL induce la internalizacién
del receptor GALR1 y que al generarse vesiculas donde esta presente la proteina Rab5,
la internalizacién se produciria mediante la formacion de vesiculas recubiertas con
Clatrina (Bliek, 2005; Haas et al., 2005), coincidiendo con estudios previos, donde se
demuestra que la internalizacion del receptor GALR1 se produce mediante vesiculas
recubiertas por Clatrina (Xia et al., 2008). Por otro lado, la intensa aparicién de
lisosomas tras la internalizacion del receptor indica una alta degradacién de GALR1
tras su estimulacion, incrementandose la via de degradacién con respecto a la via de
reciclaje del receptor. Estudios anteriores de otros autores muestran la intensa
colocalizacion de GALR1 con marcadores lisosomales como Lyso-Tracker indicando
gue una cantidad significativa de GALR1 internalizado es transportado a lisosomas para
su degradacién (Xia et al., 2008), coincidiendo con los resultados de nuestros
experimentos. Ademas, estos resultados explicarian la desensibilizacion a largo plazo
observada en neuronas del locus coeruleus en la hiperpolarizacién producida por GAL
a través de GALR1 (Xu et al., 2005).

Con respecto al retraso sufrido en la formaciéon de endosomas tempranos y en
la menor cantidad de lisosomas formados tras la estimulacién con la GAL(1-15)
respecto a la GAL, concordaria con los resultados de internalizacion obtenidos
previamente, pudiendo explicarse de igual forma, basandonos en la baja afinidad de la
GAL(1-15) por el receptor GALR1 con respecto a la GAL (Branchek et al., 2000), lo que
produciria una menor estimulacion del receptor, resultando en una menor
internalizacion y por tanto una menor cantidad de lisosomas.
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En los experimentos realizados en células transfectadas con el receptor GALR2,
podemos observar que tras la estimulacion de GAL y GAL(1-15) se produce la aparicion

de vesiculas que presenta la GTPasa Rab5, indicando, que al igual que GALR1, el
receptor GALR2 se internaliza mediante vesiculas recubiertas por Clatrina (Bliek, 2005;
Haas et al., 2005), concordando con estudios previos (Xia et al., 2004; Xia et al., 2005).
Por otro lado, observamos que la formacién de endosomas tempranos tras la
estimulacion de GAL y también de GAL(1-15) sigue un patrdn similar, teniendo un pico
maximo a los diez minutos, lo que estaria de acuerdo con otros estudios realizados en
células PC12, donde se observa una internalizacion de GALR2 dosis-dependiente muy
temprana, sobre los 2-3 minutos tras la estimulacion con GAL, llegando a un maximo a
los 15 minutos (Xia et al., 2004; Xia et al., 2005). La similitud de efecto entre la GAL Yy la
GAL(1-15) podria deberse a que el receptor GALR2 posee una alta internalizacion
independiente de ligando, internalizacién constitutiva (Xia et al., 2004), que podria ser
una parte importante de la observada en nuestros experimentos pudiendo enmascarar
los resultados. Ademas la maxima internalizacion del receptor se produciria en rangos
de concentracién micromolar del ligando (Xia et al., 2004), habiendo usado nosotros
concentraciones en el rango nanomolar, muy inferiores.

Por otro lado, en las células estimuladas con GAL, se observa una leve aparicion
de lisosomas, coincidiendo con el punto de maxima internalizacidn, lo que sugiere que
el receptor internalizado no es en su mayoria degradado, por lo que podriamos pensar
en que el receptor una vez internalizado optaria por la via del reciclaje volviendo de
nuevo a exponerse en la membrana plasmatica (Bliek, 2005; Haas et al., 2005), esto es
coherente con resultados de otros autores que muestran que el receptor GALR2
presenta un alto reciclaje tras su internalizacidn, al colocalizarse en vesiculas que
contienen transferrina (Xia et al., 2004), molécula que selectivamente se dirige a
vesiculas de reciclaje, representando un marcador estable de este tipo de vesiculas y
que ha sido ampliamente utilizado en estudios de la ruta de reciclaje de receptores
(Xia et al., 2004). Sin embargo, tras la estimulacion con GAL(1-15) aparece una
cantidad mayor de lisosomas, lo cual sugiere que los receptores GALR2 estimulados
con el fragmento GAL(1-15) se dirigen a la degradacién en lisosomas y no a reciclaje
como se ha establecido que lo hacen habitualmente.
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Finalmente, estudiamos el trafico vesicular en células que coexpresan los
receptores GALR1 y GALR2, observandose que tras la estimulacion con el fragmento
GAL(1-15) se produce un aumento significativo del numero de vesiculas que presentan
la proteina Rab5, mientras que la molécula completa GAL, no induce este tipo de
vesiculas. Estos resultados sugieren que es el fragmento GAL(1-15) y no la molécula
completa la que induce la internalizacion del heterodimero GALR1/GALR2,
coincidiendo con los resultados previos obtenidos en los experimentos de
internalizacién, respaldando asi la hipotesis de que el fragmento GAL(1-15) actuaria a
través de este heterodimero (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012). Ademas, ya que la
internalizacién del heterodimero GALR1/GALR2 inducida por la GAL(1-15) formaria
vesiculas que presentan Rab5, podriamos pensar que al igual que los receptores GALR1
y GALR2 por separado, se internalizaria mediante vesiculas recubiertas por Clatrina
(Bliek, 2005; Haas et al., 2005).

Por otro lado, al analizar el nimero de lisosomas, podemos ver que el
fragmento GAL(1-15) induce relativamente pocos de estos organulos, por lo que el
dimero no esta siendo degradado en los lisosomas, indicando que los heterodimeros
internalizados tras la estimulacién por la GAL(1-15) estdn, en su mayor parte,
siguiendo la ruta de reciclaje produciendo una reexposicion del heterodimero en la
membrana (Bliek, 2005; Haas et al., 2005) y por tanto pudiendo ser estimulados de
nuevo por la GAL(1-15) lo que produciria un efecto mas intenso de esta.

Por tanto estos experimentos no solo validan nuestra hipodtesis inicial de que el
fragmento GAL(1-15) tendria preferencia por el heterodimero GALR1/GALR2, ya que es
el fragmento y no la molécula completa, quien induce la internalizacidon del
heterodimero, sino que nos sugieren un posible mecanismo por el cual el fragmento
GAL(1-15) tendria un efecto prodepresivo y ansiogénico mas potente que la GAL. El
heterodimero GALR1/GALR2, tras su estimulacién por la GAL(1-15), se reexprondria en
la membrana de nuevo, pudiendo ser reestimulado, ya que el papel del reciclaje es el
mantenimiento de los niveles de receptores en la superficie de la membrana (Xia et al.,
2004), produciendo una potente accidn. Por otro lado, como muestran estudios
previos de otros autores, el efecto prodepresivo producido por la GAL, que parece que
es principalmente a través de GALR1 (Kuteeva et al., 2008b), podria ser menos potente
debido a que GALR1 tras la internalizacién producida por GAL, se degrada en su
mayoria (Xia et al., 2008) por lo que se produciria una regulaciéon por disminucion del
receptor (Marchese et al., 2003; Fichter et al., 2010).
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Por otro lado, trabajos recientes de nuestro grupo de investigacién demuestran
qgue el fragmento GAL(1-15) produce una reduccion mas potente de los niveles de
CREB que la molécula completa GAL en células cotransfectadas con GALR1 y GALR2, lo
que sugiere que el heterodimero GALR1/GALR2 se une preferencialmente a la GAL(1-
15) activando la proteina Gj/,, aumentado la reduccidn de la actividad Adenilato Ciclasa
y CREB de forma mads potente que la GAL (Borroto-Escuela et al., 2014). Ademas, el
heterodimero GALR1/GALR2, tras la estimulaciéon con el fragmento GAL(1-15) no
modifica los niveles de NFAT, el cual sirve como indicador de la actividad PLC-PKC/Ca*"
mediada por la proteina Gg/11, mientras que la molécula completa si activa esta via de
sefializacion (Borroto-Escuela et al., 2014). Por lo que podemos concluir que la unién
de la GAL(1-15) al heterodimero GALR1/GALR2 activaria al protdmero GALR1
fomentando la activacion de la proteina Gy/, e inhibiria la activacion de la proteina Gg/11
por el protomero GALR2 (Borroto-Escuela et al., 2014), lo cual constituiria otro
mecanismo, que seria compatible con el expuesto anteriormente de la modificacién en
la cinética de internalizacion, que explicarian los efectos encontrados del fragmento
GAL(1-15).

GAL(1-15)

oA

GAR1 5 GALR2

RUTA DE RECICLAJE

GAR1 ' 5 GALR2

RUTA DE DEGRADACION

Figura 3. Esquema del patrdén de internalizacién del heterodimero GALR1/GALR2 tras su estimulacién
por el fragmento GAL(1-15), donde se muestra como el heterodimero es en su mayor parte es reciclado
a membrana estando disponible de nuevo para su reestimulacion.
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Efecto de la GAL(1-15) en la actividad celular y en la liberacion de 5SHT

Dado que los resultados de los experimentos de ligazén por proximidad en
tejido mostraron una mayor cantidad de heterodimero GALR1/GALR2 en el nlcleo
dorsal del Rafe que en el resto de zonas estudiadas y ademas, en animales KnockDown
GALR2, se mostraba una reduccion del heterodimero en ese mismo nucleo, se utilizo el
tipo celular RN33B, un modelo celular procedente del nucleo de Rafe, para estudiar el
efecto del fragmento GAL(1-15) en la actividad celular y en la liberacién del
neurotransmisor SHT.

El modelo celular RN33B, es una linea celular neuronal estable generada de las
células embriogénicas medulares del Rafe en el dia 12,5 de ratas de la cepa Sprawe-
Dawley mediante la infeccion con retovirus que codifica el antigeno T mutante termo
sensible del virus SV40 (Whittemore y White, 1993; Wojciechowski et al., 2002;
Lundberg et al., 2002). Esta linea celular prolifera a temperatura permisiva de 332C,
mientras que entre 372C y 392C se diferencia en neuronas (Wojciechowski et al., 2002),
ademas, se ha comprobado que producen 5HT ademds de presentar receptores
propios de células de serotoninérgicas de Rafe como el 5HT1A (Borroto-Escuela et al.,
2012a).

Para poder usar como modelo este tipo celular, en primer lugar comprobamos
la existencia de receptores de GAL en estas células, mediante inmunofluorescencia,
comprobando que existe inmunorreactividad contra los receptores GALR1 y GALR2 en
las células RN33B, lo cual nos valida este tipo celular como modelo para el estudio del
efecto del fragmento GAL(1-15).

Tras la comprobacidn de que las células RN33B poseen los receptores GALR1 y
GALR2, estudiamos si estos se encuentran en estrecha proximidad mediante la técnica
de ligazén por proximidad, observando sefial positiva de formacion de heterodimeros
GALR1/GALR2, lo que concuerda con los resultados obtenidos en tejido, donde los
receptores GALR1 y GALR2 formaban heterodimeros en el nicleo del rafe, ademads en
una mayor cantidad que en las otras zonas estudiadas. Lo que de nuevo haria valido
este tipo celular para el estudio del efecto celular que produce la GAL(1-15).

Por tanto analizamos en células RN33B, el efecto que presenta la GAL(1-15) en
la actividad celular, mediante el estudio de la proteina C-Fos (Hughes y Dragunow,
1995; Narvaez et al., 2014), y en la sintesis y almacenamiento de 5HT, analizando la
inmunorreactividad de esta (Czesak et al., 2007; Borroto-Escuela et al., 2012a).
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El gen c-Fos es un gen de expresion rapida que codifica la proteina intracelular
c-Fos, que junto con otras proteinas forma parte de la familia Fos. La mayoria de
proteinas de esta familia heterodimerizan con las proteinas de la familia Jun (c-Jun,
JunB o JunD), de modo que los dimeros de proteinas Fos/Jun forman los factores de
transcripcién AP-1 o Proteina Activadora 1 que regula la expresion génica neuronal,
incluida la expresion de neurotransmisores y neuropeptidos (Nestler et al., 2008).

Tanto el gen como la proteina c-Fos se han utilizado frecuentemente como un
marcador de poblaciones neuronales activadas in vivo tras tratamientos
farmacolégicos o estimulos ambientales, ya que su expresidon basal es baja y su
induccién es rdpida y directa al no requerir sintesis de nuevas proteinas (Hughes y
Dragunow, 1995; Chowdhury et al., 2000; Nestler et al., 2008).

Nuestros resultados muestran que tras la estimulacién del cultivo de células
RN33B con GAL(1-15) se produce un descenso significativo de la inmunorreactividad
de la proteina c-Fos, que era mas potente al descenso observado tras la estimulacién
con la molécula completa GAL, por lo que la GAL(1-15) produciria una disminucidn de
la actividad celular que seria mayor que la GAL. Ademas en el analisis directo de la
sintesis y almacenamiento de 5HT, observamos nuevamente que el fragmento GAL(1-
15) produce un descenso de la cantidad de neurotransmisor en la célula que resulta
ser mas potente que el producido por la GAL.

Existen evidencia de que la GAL puede modular la neurotransmisién de 5HT en
el cerebro (Fuxe et al., 1998). Asi, estudios bioquimicos previos, basados en la medida
de la concentracion de 5HT en tejido de rata, indican que 20 minutos tras la
administracion de GAL intraventricular se produce un descenso en el metabolismo de
la 5HT en la corteza ventral limbica y en la formacién hipocampal (Fuxe et al., 1988).

Por otro lado, en estudios realizados in vivo, mediante microdialisis, se observa
qgue la GAL es un potente inhibidor de la neurotransmision de 5HT, ya que la
administracion de GAL icv causa una inhibicion de la liberacién de 5HT en el
hipocampo, centrando el efecto en el nucleo del Rafe dorsal ya que la administracion
de GAL en este nucleo produjo el mismo efecto, confirmandose que el Rafe es el sitio
de accidén de la GAL en la disminucién de la liberaciéon hipocampal de 5HT (Kehr et al.,
2002). Ademads, la GAL administrada icv produce un descenso en el enzima Triptéfano
Hidroxilasa, indicando que el efecto de la GAL se centra en el nucleo del Rafe dorsal y
mostrando que la GAL inhibe directamente la sintesis de serotonina, probablemente
de una forma indirecta a través de la inhibicion de los disparos celulares de las
neuronas del Rafe (Kehr et al., 2002), de una forma similar que los agonistas de 5SHT1A
(Invernizzi et al.,, 1991). Asi se ha demostrado que la GAL puede inducir
hiperpolarizacién en neuronas 5HT del Rafe dorsal (Xu et al., 1998). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en esta tesis, ya que la GAL reduce la actividad de las
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células RN33B y disminuyen la cantidad de 5HT celular, lo que validaria nuestros
experimentos y el uso de las células RN33B como modelo.

Ya que el fragmento GAL(1-15) produce una notable reduccién de la cantidad
de 5HT, podemos pensar que esta reduccion de la liberacién de serotonina en las
células del Rafe dorsal, lo cual reduciria la liberacién de este neurotransmisor en las
areas diana del Rafe, incluyendo areas limbicas, podria producir el efecto prodepresivo
y ansiogénico observado en las pruebas de comportamiento, ya que la 5HT es uno de
los principales neurotransmisores implicados en la depresién (Carlsson et al., 1968).
Ademas, demostramos la estrecha relacion que existe entre el fragmento GAL(1-15) y
la 5HT que estudiamos en la segunda parte de esta tesis doctoral.

GAL(1-15)

Sing > S5HT

Corteza Prefrontal Hipocampo GALRI" sGALR2

RAFE DORSAL

Estriado

Amigdala

Hipotdlamo

Figura 4. Esquema representativo de la disminucidon de la produccién de 5HT en el Rafe dorsal
producido por la accién del fragmento GAL(1-15). En rojo se representa el Haz medial frontal, que
conecta el Rafe dorsal con areas cortico-limbicas. Modificado de Lesch y Waider, 2012.
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INTERACCION GAL(1-15)/5HT1A
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1. Estudio de la interacciéon GAL(1-15)/5HT1A en pruebas de comportamiento animal.

Para estudiar la interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el receptor 5SHT1A
en pruebas de conducta animal, se coadministra GAL(1-15) a una dosis no efectiva
junto con 8-OH-DPAT, agonista selectivo de los receptores SHT1A (Hoyer et al., 2002),
a dosis efectivas y no efectivas, y se comprueba su efecto en el test de la natacién
forzada, modelo animal relacionado con la depresidn (Porsolt et al., 1977; Porsolt et al.,
1978; Detke y Lucki, 1996). Para estudiar los parametros locomotores de los animales,
se realiza también la prueba del campo abierto (Hall, 1934; Walsh, 1976; Karakas et al.,
2011).

El receptor 5HT1A se ha relacionado ampliamente con la depresidn (Carr y
Lucki, 2011), y existen una gran cantidad de evidencias del efecto antidepresivo que
producen los agonistas del 5SHT1A en diferentes pruebas de comportamiento animal
(Blier y Ward, 2003; Carr y Lucki, 2011). Asi, el agonista especifico de los receptores
5HT1A, 8-OH-DPAT, usado en los experimentos de esta tesis, produce una disminucién
de la inmovilidad en la prueba de la natacidn forzada, indicando un comportamiento
antidepresivo del animal (Cervo y Samanin, 1987; Lucki et al., 1994; Cryan et al., 2005;
Carr y Lucki, 2011). Ademds se produce un incremento de la conducta activa de
natacion (Estrada-Camarena et al., 2006), caracteristica que indica la implicacién del
sistema de neurotransmision serotoninérgico (Detke et al., 1995; Lucki et al., 1997;
Estrada-Camarena et al., 2006).

En primer lugar, se comprueba el efecto, bajo nuestras condiciones
experimentales, del agonista 8-OH-DPAT en la prueba de la natacion forzada con
distintas dosis y tiempos de administracién. Los resultados muestran que la inyeccién
subcutanea de 8-OH-DPAT 0,25 mg/Kg, 20 minutos antes de la prueba de conducta,
produce una disminucidn significativa con respecto a los animales controles del tiempo
de inmovilidad y de escalada, asi como un aumento de la natacién de los animales, por
lo que esta dosis la consideramos dosis efectiva bajo estas condiciones. La dosis de
0.0625 mg/Kg por el contrario no produjo ningln efecto, y la hemos utilizado como
dosis subumbral. Ademas, nuestros resultados muestran que la administracién del
agonista 8-OH-DPAT, 20 minutos antes de la prueba, presenta una afectacién de la
actividad locomotora, disminuyendo la distancia recorrida y la velocidad media del
animal en el campo abierto en todas las dosis empleadas.

Estudios previos de otros autores han sefialado la capacidad de alterar la
actividad locomotora del agonista 5HT1A 8-OH-DPAT, aunque existe cierta
controversia en los efectos, posiblemente debida a la metodologia utilizada. Algunos
estudios indican que la administracién del 8-OH-DPAT en ratas produce una supresién
de la actividad locomotora espontanea dosis- dependiente en el campo abierto,
ademas de disminuir la actividad vertical de estos animales, generalmente tomada
como un indice de la actividad exploratoria (Hillegaart et al., 1989). Otros estudios
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muestran que tras la administracion de 8-OH-DPAT se produce una supresion de la
actividad locomotora en el periodo inmediatamente después de la inyeccidn, pero que
tras este periodo se produce un cambio comenzando un periodo de hiperlocomocion
(Evenden y Angeby-Moller, 1990). Algunos autores sugieren que los efectos
locomotores del 8-OH-DPAT podrian estar relacionados con la capacidad de este
agonista de producir varios sintomas del conocido Sindrome Serotoninérgico
(Tricklebank et al., 1984; Hillegaart et al., 1989; Evenden y Angeby-Moller, 1990).

Los resultados encontrados en nuestros experimentos muestran, que aunque
los animales tras la administraciéon del agonista 5HT1A disminuyan su actividad
exploratoria en el campo abierto, aumentan sin embargo la conducta activa de
natacion en la natacién forzada, lo que sugiere que los animales pueden moverse con
normalidad en situaciones donde el animal es forzado al movimiento. Esto concuerda
con otros estudios donde la administracién de 8-OH-DPAT no afecta la actividad
locomotora de los animales donde se les fuerza a moverse mediante un tapiz rodante
(Hillegaart et al., 1989), lo cual validaria los experimentos realizados donde la actividad
locomotora esta disminuida, ya que en la natacién forzada los animales pueden
moverse normalmente como indica el aumento del parametro de natacion.

Algunos autores indican que entre 30 y 50 minutos tras la administracién del 8-
OH-DPAT desaparecen algunos sintomas del Sindrome Serotoninérgico como la
alteracion locomotora con postura corporal aplanada y movimientos de la cabeza, y se
ha sugerido que para evitar los efectos locomotores en la realizacién de experimentos
de conducta el tiempo optimo seria de 60 minutos tras la administracién del agonista
5HT1A (Bendotti y Samanin, 1986; Cervo y Samanin, 1987).

Por tanto, para intentar evitar esta afectacién locomotora administramos 8-
OH-DPAT 60 minutos antes de la realizacion de la prueba de la natacién forzada,
observandose efectos antidepresivos mediante una disminucién de la inmovilidad y de
la escalada y un aumento del tiempo de natacidn con la dosis de 0.25 mg/Kg, mientras
que la dosis de 0.125 mg/Kg no modificé estos parametros. La administracion del 8-
OH-DPAT 60 minutos antes del test, disminuye la actividad locomotora de los animales
inyectados con la dosis efectiva del agonista pero no modifica esta actividad con dosis
subumbrales.

Por tanto, la dosis subumbral de 8-OH-DPAT inyectada 60 minutos antes de la
prueba no modifica la actividad locomotora de las ratas, mientras esas mismas dosis
inyectadas 20 minutos antes de la prueba producia una disminucidn de los parametros
locomotores. Los resultados obtenidos de la administracién del 8-OH-DPAT coinciden
con el patrén antidepresivo descrito por otros autores, y que hemos mencionado
anteriormente (Cervo y Samanin, 1987; Lucki et al., 1994; Cryan et al., 2005; Carr y
Lucki, 2011; Estrada-Camarena et al., 2006), lo cual validaria las condiciones vy el
procedimiento utilizado en nuestros experimentos.
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Como hemos mencionado anteriormente, para estudiar la interaccion entre el
fragmento GAL(1-15) y el receptor 5HT1A, realizamos dos sets de experimentos, en el
primero administramos dosis no efectivas de GAL(1-15) y agonista 8-OH-DPAT. Los

resultados muestran que tras la coadministracién de GAL(1-15) y de 8-OH-DPAT, este
inyectado 60 minutos antes de la prueba, se observa una disminucion del tiempo de
inmovilidad, asi como una disminucién del tiempo de escalada y un aumento del
tiempo que emplean los animales en nadar, patréon de conducta similar al que se
produce tras la administracién de dosis efectivas del 8-OH-DPAT. Por tanto podemos
pensar que existe una interaccién entre la GAL(1-15) y el receptor 5HT1A, donde la
GAL(1-15) facilita los efectos conductuales mediados por el receptor SHT1A.

Ademads, estos resultados se confirman en los experimentos donde se
coadministra GAL(1-15) y 8-OH-DAPT, esta vez 20 minutos antes de la prueba,
confirmando la interaccion de la GAL(1-15) sobre el 5HT1A y la direcciéon de esta.

En el segundo set de experimentos y una vez definida la interaccion entre el
fragmento GAL(1-15) y el receptor 5HT1A en la prueba de la natacién forzada,
comprobamos si una dosis no efectiva de GAL(1-15) es capaz de potenciar también el

efecto en la natacidn forzada producido por la administracidon de una dosis efectiva de

8-OH-DPAT. Los resultados muestran que la coadministracion de GAL(1-15) junto con
8-OH-DPAT, inyectado 60 minutos antes de la prueba, produce una disminucién
significativa en el tiempo de inmovilidad, asi como en el tiempo de escala y un
aumento significativo del tiempo de natacidn respecto al grupo inyectado con el
agonista 5HT1A sélo.

Ademas podemos ver que la coadministracion de GAL(1-15) junto con la
inyeccion de 8-OH-DPAT 20 minutos antes de la natacion forzada también produce una
tendencia a reducir el tiempo de inmovilidad, aunque no llega a ser significativo.
Observamos, por tanto, una potenciacién del efecto conductual del agonista 8-OH-
DPAT producido por el fragmento GAL(1-15) en ambos casos. De esta manera no sélo
se confirma la interaccién observada previamente entre el fragmento GAL(1-15) y el
receptor 5HT1A, donde la GAL(1-15) facilita los efectos conductuales producidos por el
receptor 5HT1A, sino que se demuestra que esta interaccidon es muy potente, incluso
como para potenciar efectos producidos por dosis efectivas del agonista SHT1A.
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Los resultados descritos anteriormente, muestran por primera vez la capacidad
del fragmento GAL(1-15) de interactuar con los receptores 5HT1A y producir un
aumento de los efectos antidepresivos de este, lo cual podria ser muy beneficioso en
el tratamiento de la depresidn. La funcidn de los receptores 5HT1A es bien conocida ya
gue estos juegan una importante funcion en la regulacion del sistema serotoninérgico
y por tanto tienen un papel importante en la depresién (Artigas, 2013).

Los receptores 5HT1A se encuentran en dos poblaciones principales, una en
neuronas serotoninérgicas en el nucleo del Rafe donde actia como autorreceptor
somatodendritico (presinaptico) y otra en dreas donde llegan las proyecciones
serotoninérgicas, principalmente en el hipocampo y otras areas corticolimbicas, donde
actlan como receptores postsindpticos (Lanfumey y Hamon, 2000; Artigas, 2013). La
activacion de los autorreceptores SHT1A en el Rafe produce una apertura de canales
de K" en la membrana plasmatica y por tanto una hiperpolarizacién en la célula, la cual
produce una disminucidn de la tasa de descargas de la célula (Artigas, 2013), esto se
traduce en una reduccidn de la liberacién de 5HT en muchas regiones del cerebro, con
un efecto principal en las dreas de inervacién del Rafe (Hjorth y Sharp, 1991; Adell et
al., 1993; Casanovas y Artigas, 1996; Artigas, 2013). El receptor 5HT1A presinaptico ha
sido relacionado con efectos depresivos, ya que entre otras evidencias, en estudios
postmortem de pacientes con depresién mayor se ha observado un aumento en la
densidad de estos receptores (Boldrini et al., 2008), o estudios genéticos muestran que
individuos con alta densidad de receptores SHT1A presindpticos son mas susceptibles
a sufrir depresién (Lemonde et al., 2003; Neff et al., 2009). Por el contrario los
receptores 5HT1A postsinapticos, que existen en areas corticolimbicas, parecen estar
relacionados con efectos antidepresivos, ya que el tratamiento crénico con
antidepresivos SSRIs activa de forma todnica los receptores 5HT1A en el hipocampo
(Haddjeri et al., 1998) y se ha demostrado en estudios genéticos que los receptores
postsinapticos 5HT1A son suficientes para producir lo efectos antidepresivos de los
SSRIs en roedores (Richarson-Jones et al., 2011).

Por tanto una posible explicacidon de los resultados obtenidos seria que la
GAL(1-15) produzca una inhibicién de los receptores SHT1A presinapticos en el Rafe
dorsal y por otro lado facilite los 5SHT1A postsinapticos del hipocampo, produciéndose
asi un gran aumento en los efectos antidepresivos, como observamos en el test de la
natacion forzada. Dado que, como mostramos en la primera parte de esta tesis, el
fragmento GAL(1-15) actia a través del heterodimero GALR1/GALR2, y estos
complejos de receptores estan presentes de una forma importante tanto en células
serotoninérgicas del nucleo del Rafe dorsal asi como en areas dianas de estas células
como el hipocampo, estas dos zonas podrian estar involucradas en los resultados
obtenidos en las pruebas de comportamiento.

267



Discusion

Para estudiar la implicaciéon del receptor GALR2 en la interaccion observada
entre el fragmento GAL(1-15) y el receptor 5HT1A en la prueba de la natacién forzada,
utilizamos el antagonista especifico de los receptores GALR2 M871 (Narvaez et al.,
2014), utilizado y descrito en la primera parte de esta tesis. Los resultados muestran
qgue el antagonista M871 bloquea completamente el efecto producido por la
coadministraciéon de GAL(1-15) y el 8-OH-DPAT, tanto en la disminucidn del tiempo de
inmovilidad como en el de escala y en el aumento de la natacidn, demostrando la
implicacion del receptor GALR2 en la interaccion entre la GAL(1-15) y el 5HT1A.

La interaccidon entre la GAL(1-15) y el receptor 5HT1A, se podria explicar
mediante la interaccién entre los receptores GALR1-GALR2/5HT1A, que formarian un
mosaico de receptores, lo que permitiria la modulacion del receptor S5HT1A por parte
del fragmento GAL(1-15) (Fuxe et al., 2012). Ademas, el hecho de que se bloquee el
efecto de esta interaccidn tras la coadministracidn con un antagonista GALR2 respalda
esta hipdtesis.

Como hemos demostrado, el heterodimero GALR1/GALR2, se encuentra
presente en el hipocampo dorsal y en un mayor nimero en el ntcleo del Rafe dorsal,
por tanto podemos pensar que la forma de interaccionar entre la GAL(1-15) vy el
receptor 5HT1A podria ser a través de este trimero, que se formaria en estas zonas
cerebrales. Existen algunas evidencias de la existencia de este mosaico de receptores,
ya que en experimentos realizados en células cotransfectadas con los receptores
GALR1 y 5HT1A, se producia una aumento de la sefial de FRET si ademas se anadia el
receptor GALR2, lo que indicaria una posible interaccidn fisica entre los tres receptores,
ademas en estas células la presencia de los receptores GALR1, GALR2 y 5HTIA,
modificaba el patrén de distribucidn subcelular en comparacién con células que sélo
contenian los receptores GALR1 y 5HT1A (Borroto-Escuela et al., 2010).
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Ademas de estudiar la interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el receptor
5HT1A, hemos comparado este efecto con el producido en la interaccion entre la
molécula completa de GAL y el 5HT1A en la prueba de la natacion forzada,
relacionada con la depresion.

Los resultados de la coadministracién de dosis subumbrales de GAL y el
agonista 8-OH-DPAT, este ultimo inyectado 60 minutos antes de la prueba, muestran
una disminucidén no significativa del tiempo de inmovilidad, aunque si produce una
disminucion significativa del tiempo de escalada asi como un aumento en el tiempo de
natacion. Este patréon antidepresivo similar al que produce la administracién de dosis
efectivas del agonista 8-OH-DPAT demuestra que la GAL también es capaz de
interaccionar con el receptor 5HT1A, en la misma direccién que lo hace la GAL(1-5),
produciendo una facilitacion del 5HT1A, sin embargo de una forma menos potente. Lo
gue concuerda con los trabajos previos de esta tesis donde la GAL(1-15) presentaba
una accion a nivel de comportamiento mas eficaz que la molécula completa.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion, han demostrado que la
administracion de GAL icv produce una disminucién de la afinidad del receptor 5SHT1A
en el Rafe dorsal 10 minutos después de la inyeccidn (Razani et al., 2000), este hecho
podria explicar la potenciacién por parte de la GAL de los efectos antidepresivos
producidos por el agonista 8-OH-DPAT en la natacién forzada, ya que al disminuir la
afinidad de los receptores presinapticos 5HT1A, los cuales actuan como
autorreceptores, se veria aumentada la cantidad de 5HT liberada por estas células en
areas cortico limbicas, por tanto se aumentaria la estimulacién de los receptores
5HT1A postsindpticos responsables de los efectos antidepresivos de este receptor
(Haddjeri et al., 1998; Richarson-Jones et al., 2011). Este efecto de la GAL sobre los
5HT1A podria estar mediado por el heterodimero, descrito en cultivos celulares por
nuestro grupo de investigacion, GALR1/5HT1A (Borroto-Escuela et al., 2010), aunque
no podemos descartar la implicacion de otros mecanismos como posibles
heterodimeros GALR2/5HT1A.
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La interaccion a nivel conductual entre la GAL y el receptor 5HT1A ha sido
descrita anteriormente en el test de la evitacidn pasiva. Asi la GAL 3nmol administrada
junto con una dosis efectiva del agonista 8-OH-DPAT ejercia una disminucion del
efecto producido por el 8-OH-DPAT sodlo, definiendo que la GAL ejerce un efecto
antagonico sobre el 5SHT1A en la prueba de la evitacion pasiva (Misane et al., 1998). Sin
embrago, la administracidon de dosis subumbrales de GAL y 8-OH-DPAT no produjo
ningun efecto en esta prueba (Misane et al., 1998). Asi, la GAL 3nmol administrada
junto con el agonista 8-OH-DPAT disminuyd la latencia de retencidn del 8-OH-DPAT en
esta prueba, aunque este efecto no se reprodujo con dosis subumbrales del agonista
5HT1A, lo que parece sugerir que el efecto observado en esta tesis en la natacién
forzada es mas potente, ya que en nuestros experimentos lo observamos tanto con
dosis efectivas como con dosis subumbrales. Ademds, dado que en otros trabajos la
GAL reduce la latencia de retencidn (Hiramatsu et al., 1996), y que estudios
autorradiograficos in vitro demuestran que la interaccidn entre los receptores de GAL
y el receptor 5HT1A puede ser reciproca en areas limbicas (Hedlund et al., 1991), el
efecto descrito por Misane y colaboradores podria explicarse por una interaccién
reciproca entre los receptores de GAL y el receptor 5SHT1A.

Todos estos resultados indican la existencia de una interaccién entre la GAL(1-
15) y el receptor 5HT1A, donde la GAL(1-15) facilitaria la accion del 5HT1A en la prueba
de la natacién forzada. Ademads, se describe la interaccidon entre la GAL y el receptor
5HT1A, interaccion que iria en la misma direccidon apuntada anteriormente, donde la
GAL facilitaria la accion del 5HT1A. Por tanto, podemos observar que el fragmento
GAL(1-15) produce una facilitacién de los receptores SHT1A que resulta mas potente
gue la realizada por la molécula completa.

Ademas, la capacidad de modular los receptores 5HT1A postsinapticos del
hipocampo dorsal por parte del fragmento GAL(1-15) y no por la molécula completa
(Hedlund et al., 1994) podria explicar el efecto antidepresivo mdas potente observado
en la interaccion entre la GAL(1-15) y el 5SHT1A que en la interaccidn entre la molécula
completa GAL y el 5HT1A, ya que el GAL(1-15) podria facilitar los receptores 5SHT1A
postsindpticos mientras que la molécula completa no.
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Figura 5. Diagrama donde se simboliza la potenciacién del efecto del receptor SHT1A producida por el
fragmento GAL(1-15) asi como la propuesta de formaciéon del mosaico de receptores 5HT1A-
GALR1/GALR2 como posible mecanismo que podria explicar esta interaccién. Modificado de Fuxe et al.,

2012.
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2. Estudio de la interaccion GAL(1-15)/5HT1A a nivel de receptor.

Para estudiar la interaccidn descrita funcionalmente entre el fragmento GAL(1-
15) y el receptor 5HT1A a nivel de receptor se realizan experimentos tanto para
conocer si la GAL(1-15) produce modificaciones en las caracteristicas del receptor
5HT1A en los nucleos objeto de estudio de esta tesis, como para conocer si el
fragmento GAL(1-15) altera los niveles de expresion del 5SHT1A en estos mismo nucleos.

Los resultados de los experimentos de autorradiografia muestran que en la
zona de CA1 del hipocampo dorsal la administracion de GAL(1-15) produce una
disminucion de la afinidad y un aumento de la densidad de los receptores 5SHT1A tanto
a los 10 minutos como a las 2 horas tras la inyeccién, desapareciendo estas
modificaciones a las 5 horas. De la misma manera en la zona del Giro Dentado del
hipocampo dorsal la GAL(1-15) también produce una disminucion significativa de la
afinidad del 5HT1A a los 10 minutos y a las 2 horas de su administracidn, ademas de
un aumento de los sitios de unidon del agonista 5SHT1A tanto a los 10 minutos como a
las 2 horas y 5 horas.

Los experimentos realizados in vivo muestran, que el fragmento GAL(1-15)
tiene la capacidad de modular los receptores SHT1A postsinapticos del hipocampo
dorsal, produciendo una disminucion de la afinidad de estos, pero ademas mostrando
un aumento de la densidad de los 5HT1A, modificacién que no se observaba en los
trabajos previos, pudiendo deberse a la realizacién de los experimentos in vitro
(Hedlund et al., 1994).

Estos estudios realizados in vitro muestran como el fragmento GAL(1-15) es
capaz de modular los receptores postsinapticos 5SHT1A del hipocampo dorsal en rata,
de forma que produce un aumento de la Kd, y por tanto una disminucién de la afinidad
de estos receptores, sin embrago la GAL(1-15) no modifica el parametro Bmax,
indicativo de la densidad de receptores 5HT1A (Hedlund et al., 1994). En la misma
linea, estudios, también realizados in vitro, muestran que el fragmento N-terminal de
GAL GAL(1-16), modula los receptores postsinapticos SHT1A de la corteza ventral
limbica disminuyendo la afinidad de estos sin modificar la densidad de los 5SHT1A en
esta zona cerebral (Diaz-Cabiale et al., 2000).
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Estos resultados obtenidos en el hipocampo dorsal a nivel de receptor pueden
explicar en parte los resultados funcionales previos, donde vemos la existencia de una
interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y los receptores 5HT1A, potenciando la
GAL(1-15) el efecto producido por el receptor 5HT1A a nivel conductual. La existencia
de un aumento de la Bmax, y por tanto de la densidad de los 5HT1A producida 10
minutos tras la administracion de GAL(1-15) a nivel del hipocampo dorsal, podria
explicar el aumento de la conducta antidepresiva encontrada, ya que como hemos
descrito anteriormente en esta tesis la estimulacion de los receptores 5HT1A
postsinapticos son los responsables de los efectos antidepresivos de este receptor
(Haddjeri et al., 1998; Richarson-Jones et al., 2011).

Para estudiar el papel del receptor GALR2 en la accidn de la GAL(1-15) sobre la
modulacién de las caracteristicas del receptor 5HT1A en el hipocampo dorsal, se
realizan experimentos donde se coadministra el antagonista especifico GALR2
(Narvdez et al., 2014), utilizado anteriormente en esta tesis, junto con el fragmento
GAL(1-15). Los resultados de estos experimentos muestran que el antagonista M871
bloquea tanto el aumento de la Kd como el de la Bmax de los receptores 5HT1A
producido tras 10 minutos de la inyeccion de GAL(1-15) tanto en CA1 como en GD.
Indicando, una implicacion del receptor GALR2 en el efecto que produce el fragmento
GAL(1-15) en las caracteristicas farmacoldgicas de los SHT1A.

Por tanto, la implicacién del receptor GALR2 en la interaccion entre la GAL(1-
15) y el 5HT1A a este nivel apoyaria la hipdtesis de que esta interaccién podria estar
mediada por el mosaico de receptores formada por GALR1-GALR2/5HT1A (Fuxe et al.,
2012) anteriormente descrito y del que existen algunas evidencias en cultivos celulares
(Borroto-Escuela et al., 2010). Asi el trimero potenciaria la expresiéon de este receptor
en el hipocampo dorsal, y por tanto se potenciaria el efecto de este receptor
postsindptico, responsable de los efectos antidepresivos (Haddjeri et al., 1998;
Richarson-Jones et al., 2011), observandose un mayor comportamiento antidepresivo
de los animales.

No podemos descartar otros posibles mecanismos que expliquen la interaccion
encontrada tanto a nivel funcional como a nivel de receptor entre la GAL(1-15) y los
receptores 5HT1A, como que el dimero GALR1/GALR2 potencie la permanencia en
membrana y la sintesis del 5SHT1A mediante una interaccién a nivel de cascada
intracelular o modificando el patrén de internalizacion de este receptor.
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Mediante el estudio con hibridacién in situ observamos un aumento del mRNA
de los receptores 5HT1A en las zonas de CA1 y GD del hipocampo dorsal medido a las 2
horas de la inyeccidon del fragmento GAL(1-15), lo que implica un aumento en la
expresion del receptor 5SHT1A en estas zonas, por tanto el aumento en la densidad de
5HT1A observados mediante autorradiografia se pueden observar también a nivel de
expresion del receptor. Este aumento de la expresidon del receptor deja de observarse
a las 5 horas de la administraciéon de GAL(1-15).

En relacién al otro nucleo objeto de estudio, el nicleo dorsal de Rafe,
observamos que la administracién de la GAL(1-15) no produce ninguna modificacién
en la afinidad de los receptores 5SHT1A en los tres tiempos estudiados, sin embargo se
observa una disminucién de la densidad de receptores 5SHT1A que ocurre a las dos
horas de la administracién de la GAL(1-15). Al mismo tiempo los resultados muestran
una disminucién del mRNA de 5HT1A, lo que implica una disminucidn de la expresion
del receptor, tras 2 horas de la inyeccidon icv de GAL(1-15).

Los resultados de la interaccidon a nivel de receptor entre la GAL(1-15) y los
5HT1A en el Rafe dorsal, también apoyaria los efectos funcionales descritos
anteriormente en esta tesis donde la GAL(1-15) potencia los efectos antidepresivos
producidos por el receptor 5HT1A. La activacién de los autorreceptores 5HT1A en el
Rafe produce una apertura de canales de K* en la membrana plasmatica y por tanto
una hiperpolarizacién en la célula, la cual produce una disminucién de la tasa de
descargas de la célula (Artigas, 2013), lo que se traduce en una reduccién de la
liberacion de 5HT en muchas regiones del cerebro (Hjorth y Sharp, 1991; Adell et al.,
1993; Casanovas y Artigas, 1996; Artigas, 2013). Por lo que este receptor estaria
relacionado con efectos depresivos (Boldrini et al., 2008; Lemonde et al., 2003; Neff et
al., 2009). Por tanto la disminucion del receptor SHT1A presinaptico inducida por la
GAL(1-15) apoyaria un aumento de la conducta antidepresiva.

Por tanto, nuestros experimentos muestran que también existe una interaccién
a nivel de receptor entre al fragmento GAL(1-15) y el 5SHT1A presinaptico en el Rafe
dorsal. Observandose que la GAL(1-15) no modifica la afinidad de los 5HT1A, sin
embargo si que produce una disminucién de la densidad de receptores a las dos horas,
ademas de una reduccién de la expresion del receptor.

La interaccién a nivel de receptor entre la molécula completa GAL y el receptor
5HT1A en el Rafe dorsal ha sido descrita previamente por nuestro grupo de
investigacion. Asi, estudios muestran que la administracién de GAL aumenta el valor
de la Kd del receptor 5HT1A a los 10 minutos, ademads la GAL produce un aumento de
la Bmax de este receptor a las 2 horas. Sin embargo, los niveles de mRNA de 5HT1A
disminuyeron significativamente a este mismo tiempo (Razani et al., 2000; Ogren et al.,
2007). Estos resultados mostrarian un efecto antagénico de la GAL sobre los
receptores presindpticos 5HT1A, que se produciria mediante la interaccién de los
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receptores de GAL y el receptor 5HT1A formando un complejo heterodimero, y que
produciria un descenso en la internalizacion, el cual desencadenaria un mecanismo
celular compensatorio produciendo una reduccion de la expresién del SHT1A (Razani
et al., 2000). Este efecto descrito podria estar causado por el heterodimero, descrito
por nuestro grupo en células en cultivo GALR1/5HT1A (Borroto-Escuela et al., 2010),
aunqgue no se puede descartar un posible dimero GALR2/5HT1A.

Por tanto observamos un efecto diferencial con la molécula completa, aunque
el resultado final de la interaccién tanto de la GAL como de GAL(1-15) con el 5HT1A
sea la reduccion de la expresion de receptores SHT1A presinapticos en el Rafe dorsal.
Una posible explicacién de la diferencia entre la molécula completa de GAL y el
fragmento GAL(1-15) puede ser que este interaccione con el 5HT1A a través de un
heterotrimero formado por GALR1-GALR2/5HT1A.

En base al andlisis de la interaccién a nivel de receptor entre la GAL(1-15) y el
receptor 5SHT1A postsindptico en el hipocampo dorsal y el 5SHT1A presinaptico en el
rafe dorsal, podemos explicar el efecto conductual observado, donde la GAL(1-15)
aumentaba el efecto antidepresivo producido por el receptor 5HT1A. La interaccién a
nivel de receptor entre la GAL(1-15) y los 5HT1A en el hipocampo, produce un
aumento de la densidad de estos receptores a los 10 minutos, lo que podria explicar la
potenciacion del efecto antidepresivo observado en la natacion forzada, ademas este
aumento de los receptores 5HT1A postsinapticos, responsables de los efectos
antidepresivos de este receptor (Haddjeri et al., 1998; Richarson-Jones et al., 2011), se
mantiene hasta las 2 horas ademds de desencadenarse un aumento en la expresion
del receptor. Por otro lado, en el nucleo dorsal del Rafe, la GAL(1-15) produce una
disminucion de la densidad de los receptores SHT1A presindpticos, relacionados con
efectos depresivos (Boldrini et al., 2008; Lemonde et al., 2003; Neff et al., 2009), a las 2
horas, seguido de una disminucion de la expresidn del receptor. Esta accién de la
GAL(1-15) sobre los 5HT1A en el Rafe apoyaria el aumento de la conducta
antidepresiva generada por la interaccion de la GAL(1-15) sobre los 5HT1A
postsinapticos en el hipocampo dorsal. Por tanto, la interaccién producida entre la
GAL(1-15) y los receptores 5SHT1A podria ser el mecanismo para posibles tratamientos
antidepresivos.

Ademas, los experimentos realizados, indican la implicacion del receptor GALR2
en la interaccidon entre el fragmento GAL(1-15) y los receptores 5HT1A, y que seria
compatible con la existencia del mosaico de receptores GALR1-GALR2/5HT1A (Fuxe et
al., 2012).
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Figura 6. Esquema representativo de la interaccién a nivel de receptor entre el fragmento GAL(1-15) y el
receptor 5HT1A, donde se muestra como la GAL(1-15) produce en el hipocampo dorsal un aumento en
la densidad de receptores 5HT1A postsindpticos a los 10 minutos manteniéndose a las 2 horas, mientras
que en el Rafe dorsal la GAL(1-15) produce una disminucién de la densidad del 5SHT1A presinaptico a las
2 horas. Esta interaccion a nivel de receptor podrian explicar la facilitacidon del efecto antidepresivo del
receptor 5HT1A por parte del fragmento GAL(1-15) observado en las pruebas de comportamiento
animal. Modificado de Lesch y Waider, 2012.
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3. Técnicas inmunohistoquimicas y de ligazon por proximidad.

Estudiamos en secciones de cerebro de rata si existe coexistencia y/o

colocalizacién de los receptores implicados en el trimero propuesto, fundamental para

una posible interaccidn entre ellos (Fuxe et al., 2009; Fuxe y Kenakin, 2010; Kenakin et
al., 2010).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia simple comprobamos la expresion y
distribucion del receptor 5HT1A en las zonas del hipocampo dorsal y del nicleo dorsal
del Rafe.

Los resultados muestran la expresion del receptor 5HT1A en células del
hipocampo dorsal, incluyendo las zonas de CA1, CA2 y CA3 asi como el Giro Dentado.
También se obtuvo seiial del receptor 5SHT1A en células del otro nucleo estudiado, el
Rafe dorsal. La localizacion del receptor fue generalmente en el citoplasma,
centrandose en el cuerpo celular aunque también se observa sefial en las
prolongaciones neuronales.

Estudios previos de otros autores coinciden con los resultados de distribucién
del 5HT1A obtenidos en esta tesis, validando por tanto nuestras condiciones
experimentales asi como la especificidad del anticuerpo utilizado. Existen diversos
estudios donde se muestra la distribucién del receptor 5HT1A en el SNC. Estudios de
mapeo del receptor SHT1A utilizando técnicas de autorradiografia muestran que el
5HT1A presenta sitios de unidn especialmente abundantes en el hipocampo, sobre
todo en CAl y Giro dentado, asi como el Rafe dorsal entre otros nucleos (Barnes y
Sharp, 1999; Lanfumey y Hamon, 2000). Esto se corroboré mediante estudios de
hibridacién in situ, donde se localizaba mRNA del receptor en los mismos nucleos
(Barnes y Sharp, 1999; Lanfumey y Hamon, 2000). También otros trabajos han
estudiado la localizacion del receptor 5HT1A, mediante el uso de anticuerpos
especificos, permitiendo ademas la localizacion subcelular del receptor, asi se ha
encontrado alta densidad de inmunotincion del 5HT1A en areas limbicas, sobre todo
en hipocampo en las zonas de CA1 y GD asi como en el Rafe dorsal entre otras zonas
(Kia et al., 1996a; Lanfumey y Hamon, 2000), ademds mediante inmunohistoquimicas
dobles contra el receptor 5HT1A y contra 5HT se muestra que todas las células que
presentan el receptor 5HT1A en el Rafe dorsal son serotoninérgicas (Sotelo et al.,
1990). Con respecto a la distribucion subcelular del 5HT1A se muestra que en las
células del Rafe el receptor se encuentra exclusivamente en el soma neuronal y en
dendritas y en el hipocampo se mostraba en somas y dendritas de células piramidales
y granulares (Kia et al., 1996b; Kia et al., 1996a; Riad et al., 2000; Lanfumey y Hamon,
2000).
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Como mostramos mediante inmunofluorescencia e inmunohistoquimica simple,
en la primera parte de esta tesis, los receptores GALR1 y GALR2 se expresan también,
en células del hipocampo dorsal, incluyendo las zonas CA1, CA2 y CA3 asi como el Giro
Dentado. De la misma forma se encontraba expresién de ambos receptores en las
células del nucleo del Rafe dorsal. Distribucion que coincidia con estudios realizados
por otros autores (O’Donell et al.,, 1999; Waters y Krause, 2000; Mitsukawa et al.,
2010). Ademds como también mostramos en la primera parte de esta tesis, utilizando
inmunofluorescencia doble, los receptores GALR1 y GALR2 no solo coexistian sino que
colocalizaban en la mayoria de las células en las distintas zonas observadas del
hipocampo dorsal asi como en el nucleo del Rafe dorsal.

Por tanto, estos resultados indican que existe una coexistencia de los
receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A en las mismas zonas del hipocampo dorsal y del
nucleo del Rafe, donde ademas hemos demostrado que los receptores GALR1 y GALR2
colocalizan en las mismas neuronas. Lo cual apoyaria la hipdtesis planteada de la
existencia en estos nucleos cerebrales de un mosaico de receptores formados por
GALR1-GALR2/5HT1A (Fuxe et al., 2012).

Ademas, mediante inmunofluorescencia doble, se ha estudiado la
colocalizacion celular entre los receptores GALR2 y 5HT1A en los nucleos objeto de
estudio. Como resultados de estos experimentos podemos observar que lo receptores
GALR2 y 5HT1A presenta una colocalizacién celular tanto en el hipocampo dorsal (CA1,
CA2, CA3 y GD) como en el nucleo del Rafe dorsal, coincidiendo con la coexistencia
demostrada en los experimentos con marcajes simples.

La colocalizacion de los receptores GALR2 y 5HT1A se observa generalmente a
nivel citoplasmatico, aunque también se observan en algunas prolongaciones celulares.
La especificidad de estos dobles marcajes se comprobd mediante controles primarios y
con la observacion de algunas células y fibras neuronales que solo presentaban sefial
procedente de un Unico receptor. Por tanto, el hallazgo de la colocalizacién entre los
receptores GALR2 y el 5HT1A iria a favor de la hipotesis planteada de la formacion de
un heterotrimero GALR1-GALR2/5HT1A, ya que la colocalizacidn de los receptores en
una misma neurona resulta imprescindible para la interaccién entre ambos (Fuxe et al.,
2009; Fuxe y Kenakin, 2010; Kenakin et al., 2010).
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Para estudiar si los receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A, no sdélo coexisten y
colocalizan en las mismas zonas cerebrales sino que se encuentran en estrecha
proximidad, se realizan, mediante la técnica de ligazén por proximidad (PLA),
experimentos para estudiar la proximidad entre ellos, que posibilitaria la formacion de
complejos heterodimeros (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2009; Borroto-Escuela et al.,
2013). Para ello se realizaron experimentos entre los receptores GALR1 y 5HT1A y
entre GALR2 y 5HTI1A, para estudiar si existe estrecha proximidad entre estos
receptores y poder establecer de forma indirecta, en los distintos nucleos estudiados,
una relacién de proximidad entre los tres receptores.

Nuestros resultados muestran que los receptores GALR1 y 5HT1A se
encuentran en estrecha proximidad en el hipocampo dorsal, en las zonas de CA1, CA2,
CA3 y Giro Dentado asi como en el Rafe dorsal, zonas donde se observa sefial positiva
de PLA. Por otro lado, los experimentos para estudiar proximidad entre los receptores
GALR2 y 5HT1A muestran, que al igual que en el caso anterior, existe estrecha
proximidad entre los receptores GALR2 y 5HT1A tanto en las zonas CA1, CA2, CA3 y
Giro Dentado del hipocampo dorsal como en el nucleo dorsal del Rafe. Ademas estas
zonas coinciden con las descritas anteriormente donde se veia colocalizacion o
coexistencia entre los receptores GALR1, GALR2 y 5HT1A, lo cual indica que los
receptores no solo se encuentran en los mismo nucleos, sino que se encuentran a una
distancia muy proxima, lo que les permitiria interaccionar formando un heterodimero
(Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2009). Basandonos en estos resultados, podemos sugerir
la existencia de complejos heterodimeros formados por los receptores GALR1/5HT1Ay
por los receptores GALR2/5HT1A en el hipocampo dorsal y el nucleo dorsal del Rafe.
Ademads, vemos en los nlcleos estudiados, como el receptor GALR1 esta en estrecha
proximidad con el 5HT1A al igual que el GALR2 con el 5HT1A y como mostramos en la
primer parte de la tesis también se encuentran en proximidad los receptores GALR1 y
GALR2, por lo que de forma indirecta podemos sugerir la existencia de un mosaico de
receptores formado por GALR1-GALR2/5HT1A, el cual podria explicar la interaccién
observada entre el fragmento GAL(1-15) y los receptores 5HT1A, tanto a nivel
conductual, como a nivel de receptor.

Al cuantificar los complejos en los distintos nucleos (Borroto-Escuela et al.,
2012b; Borroto-Escuela et al., 2013), se observa que la cantidad de complejos entre
GALR1/5HT1A y entre GALR2/5HT1A no mostraban diferencia en las zonas de CA1, CA2
y DG del hipocampo dorsal. Sin embargo, en CA3 se encontraban mads cantidad de
complejos GALR1/5HT1A mientras que en el Rafe dorsal el nimero de complejos
GALR2/5HT1A era mayor que de GALR1/5HT1A.
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Estos datos pueden sugerir que en las areas estudiadas podemos encontrar
tanto complejos GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A como posiblemente el mosaico GALR1-
GALR2/5HT1A.

Para la comprobacion de la especificidad de la sefial de PLA de nuestros
experimentos se analizod el area del Cuerpo Calloso, drea que carece de receptores de
GAL (O’Donnell et al, 1999), no observandose complejo GALR1/5HT1A ni
GALR2/5HT1A, ademas tampoco se observd sefial PLA en la capa molecular del Giro
Dentado confirmando la especificidad de la sefial.

Por tanto, los resultados obtenidos en esta tesis, muestran la existencia de
complejos heterodimeros GALR1/5HT1A en tejido, previamente descrito por nuestro
grupo de investigacion en cultivo celular (Borroto-Escuela et al., 2010), ademas del
heterodimero GALR2/5HT1A en tejido y sugieren la existencia de un posible mosaico
de receptores formado por GALR1-GALR2/5HT1A, lo que permitiria explicar la
interaccidon encontrada entre el fragmento GAL(1-15) y el receptor SHT1A en pruebas
de conducta animal, ademds de a nivel de receptor en el hipocampo dorsal y el nucleo
dorsal del Rafe.

4. Interaccion GAL(1-15)/5HT1A en cultivos celulares.

Debido a que encontramos una interaccidn a nivel de receptor entre la GAL(1-
15) y el receptor 5HT1A, que se da ademds del hipocampo dorsal en el nicleo dorsal
del Rafe, estudiamos esta interaccidn en la linea celular RN33B, procedente del nucleo
del Rafe.

El modelo celular RN33B, es una linea celular neuronal estable generada de las
células embriogénicas medulares del Rafe (Whittemore y White, 1993; Wojciechowski
et al., 2002; Lundberg et al., 2002). Se ha comprobado que producen 5HT ademads de
presentar receptores propios de células serotoninérgicas de Rafe como el 5HT1A
(Borroto-Escuela et al., 2012a). Esta linea celular procedente del nucleo del Rafe se
utilizo en la primera parte de esta tesis, donde mediante inmunofluorescencia se
comprobd que presentaba los receptores GALR1 y GALR2. Ademas, en esta tesis
también mediante inmunofluorescencia se ratifica la presencia del receptor 5HT1A, lo
cual hace idéneo a este modelo celular para el estudio de la interaccidn entre la GAL(1-
15) y el receptor 5HT1A.
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Una vez validada la linea celular RN33B para el estudio de la interaccion entre
la GAL(1-15) y el 5HT1A, estudiamos, mediante la técnica de ligazén por proximidad, si
los receptores GALR1 y 5HT1A o los receptores GALR2 y 5HT1A se encuentran en
estrecha proximidad. La sefiales positivas encontrada muestran los posibles
heterodimeros GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A en este tipo celular, ademds como
mostramos en la primera parte de esta tesis, también se forman heterodimeros
GALR1/GALR2, por lo que podemos sugerir la existencia de mosaicos de receptores
GALR1-GALR2/5HT1A. Estos resultados coinciden con los realizados en secciones de
tejido, donde se encontraba en el nucleo del Rafe presencia de heterodimeros
GALR1/5HT1A y GALR2/5HT1A ademds de GALR1/GALR2 y donde también se sugeria la
existencia de un heterotrimero GALR1-GALR2/5HT1A, por tanto la coincidencia entre
los resultados encontrados en tejido y en cultivos celulares, refuerzan la hipdtesis de la
existencia de este mosaico de receptores, ademas de validar la linea celular RN33B
como modelo para el estudio de la interaccidn entre la GAL(1-15) y el SHT1A.

Para el estudio de la interaccidon entre la GAL(1-15) y el 5HT1A en las células
RN33B procedentes del Rafe, analizamos el efecto que presenta la GAL(1-15) sobre la
cantidad del receptor 5SHT1A en este tipo celular.

Nuestros resultados muestran que 2 horas tras la estimulacién del cultivo de
células RN33B con la GAL(1-15) se produce un descenso significativo de la
inmunorreactividad del receptor 5HT1A, que resulto ser mas potente que el descenso
observado tras la estimulacién con GAL. Por lo que el fragmento GAL(1-15) produciria
un descenso del numero de receptores 5HT1A a las 2 horas que seria mas potente al
descenso producido por la GAL.

En experimentos mostrados en apartados anteriores, demostramos el descenso
tanto de la densidad de receptores S5SHT1A como de expresion de los mismo en el Rafe
dorsal producido por la administracion de la GAL(1-15), lo cual coincide con los
resultados encontrados en cultivo de células procedentes del Rafe, validando el
modelo utilizado. Trabajos previos de nuestro grupo de investigacién muestran en
autorradiografia in vivo, que dos horas tras la administracion de GAL se produce un
incremento de la densidad del nimero de receptores 5HT1A en el nucleo dorsal del
Rafe, sin embargo se produce una disminucion de la expresion en este mismo periodo
(Razani et al., 2000), por lo que podemos pensar que la disminucidn de expresién del
receptor se produciria como mecanismo compensatorio del mantenimiento de este en
la membrana, debido a la existencia de un heterodimero formado por receptores de
GAL y el 5HT1A (Razani et al., 2000), por tanto esto puede ser lo que observamos en
los experimentos realizados en células.
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Por tanto, los experimentos realizados en cultivos de células del Rafe RN33B,
confirman la existencia de una interaccién entre la GAL(1-15) y el receptor 5HT1A en
este nucleo, donde la GAL(1-15) produciria una disminucién a medio plazo tanto del
nimero como de la expresién de los receptores 5HT1A, por lo que apoyaria los efectos
funcionales descritos anteriormente en esta tesis, donde la GAL(1-15) potencia los
efectos antidepresivos producidos por el receptor 5HT1A. Ya que la activacion de los
autorreceptores 5HT1A en el Rafe produce una disminucion de la tasa de descargas de
la célula (Artigas, 2013), lo que se traduce en una reduccion de la liberacién de 5HT en
muchas regiones del cerebro (Hjorth y Sharp, 1991; Adell et al., 1993; Casanovas y
Artigas, 1996; Artigas, 2013). Por lo que este receptor estaria relacionando con efectos
depresivos (Boldrini et al., 2008; Lemonde et al., 2003; Neff et al., 2009). Por tanto la
disminucion del receptor 5HT1A presinaptico apoyaria un aumento de la conducta
antidepresiva.
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La administracion Intracerebroventricular de GAL(1-15) induce un efecto
prodepresivo y ansiogénico en las pruebas de la natacién forzada, campo
abierto y tarea de evitacion pasiva. Ademas estos efectos son mas potentes
que los producido por la molécula completa de GAL.

El efecto prodepresivo y ansiogénico producido por la administraciéon de la
GAL(1-15) se bloquea con el antagonista de los receptores GALR2, M871.
Ademas, la reduccién de la expresién del receptor GALR2 (Knockdown GALR2)
impide el efecto de la GAL(1-15) en las pruebas de comportamiento de
depresion y ansiedad.

Los receptores de Galanina GALR1 y GALR2 colocalizan en las zonas del
Hipocampo dorsal y en el nucleo dorsal del Rafe, donde ademas se encuentran
a una distancia que permite la formacién de complejos heterodimeros. El
nimero de complejos GALR1/GALR2 fue superior en el nicleo del Rafe dorsal
gue en el Hipocampo dorsal. Ademds, en ambas zonas, se produce una
reduccion de los complejos GALR1/GALR2 detectados en tejido de animales
Knockdown GALR2.

En células HEK-293 que coexpresan los receptores de Galanina GALR1 y GALR2,
la estimulacion con GAL(1-15) induce un mayor aumento en la internalizacién
del receptor GALR1 que el inducido tras la estimulacién con GAL. Ademas, la
estimulacion con GAL(1-15) produce una reduccion en la formacién de
lisosomas y un aumento del nimero de endosomas tempranos comparado con
la estimulacidon con GAL.

En la linea celular derivada del nicleo del Rafe RN33B, los receptores de
Galanina GALR1 y GALR2 se encuentran a una distancia de entre 10 y 20 nm. La
estimulacion con GAL(1-15) induce una reduccion de la sintesis y
almacenamiento de 5HT asi como de la expresion de C-Fos de una manera mas
potente que tras la estimulacién con GAL.
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Conclusiones

La GAL(1-15) potencia la accién antidepresiva, en la prueba de la natacién
forzada, del agonista 5HT1A tanto a dosis subumbrales como efectivas. Ademas
esta potenciacion del efecto es mayor que la producida por la GAL. La accion
de fragmento GAL(1-15) sobre el efecto antidepresivo del agonista 5HT1A se
bloquea con el antagonista de los receptores GALR2, M871.

La GAL(1-15) modula las caracteristicas y la expresion de los receptores SHT1A
en el hipocampo dorsal y en el nucleo dorsal del Rafe.

Los receptores GALR1 y 5HT1A y los receptores GALR2 y 5HT1A se encuentran
a una distancia que permite la interaccion fisica entre receptores en las zonas
del Hipocampo dorsal y en el nucleo dorsal del Rafe.

En las células RN33B, los receptores de GALR1 y 5HT1A y los receptores GALR2
y 5HT1A se encuentran en estrecha proximidad. La estimulacion con GAL(1-15)
induce una reduccidn de la expresidon del receptor 5SHT1A de una manera mas
potente que la GAL.

Todos estos resultados sugieren que la GAL(1-15) participa en los mecanismos
de control de la ansiedad y depresion disminuyendo la actividad celular y la
sintesis y almacenamiento de 5HT de las células del Rafe dorsal. La GAL(1-15)
actuaria a través de heterodimeros GALR1/GALR2 que tiene un patréon de
internalizacion diferente a los receptores de forma aislada.

Ademads, los resultados de este trabajo sugieren la existencia de una
interaccién entre la GAL(1-15) y el receptor 5HT1A en el hipocampo dorsal y el
nucleo dorsal del Rafe que seria responsable de la potenciacidon del efecto
antidepresivo del agonista 5HT1A inducido por la GAL(1-15). El mecanismo
molecular de esta interaccion podria implicar la formacion de mosaicos de
receptores entre los receptores GALR1/GALR2-5HT1A.
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A Role for Galanin N-Terminal Fragment (1-15)
in Anxiety- and Depression-Related Behaviors in Rats.

INTRODUCTION

Mood disorders, including depression and anxiety, are among the most
prevalent mental illnesses with high socioeconomic impact (Gelenberg, 2010; Wittchen
et al., 2011). According to the World Health Organization, between 10% and 15% of
the general population will experience a clinical depressive episode in their lifetime
(Wittchen et al., 2011). Although it is clear that these illnesses results from, and can
result in, changes in the neuroanatomy of the brain, the underlying mechanisms have
not yet been clearly defined. In the last decade the importance of the role of
neuropeptides, including Galanin, and/or their receptors in the treatment of stress-
related mood disorders is becoming increasingly apparent (Kormos and Gaszner, 2013).

Galanin (GAL) is a neuropeptide (Tatemoto et al., 1983) widely distributed in
neurons within the Central Nervous System (CNS) (Jacobowitz et al., 2004). Three GAL
receptor (GALR) subtypes, GALR1-3, with high affinity for GAL have been cloned
(Branchek et al., 2000; Mitsukawa et al., 2008). GALR1 and GALR2 are found in many
regions of the CNS as demonstrated with in situ hybridization, radioligand binding and
immunohistochemical studies (Jacobowitz et al., 2004). GALR1 and GALR3 mainly
activate inhibitory G proteins Gi/Go, while GALR2 mainly couples to Ggq/G11 to
mediate excitatory signaling (Wang et al., 1997; Branchek et al., 2000)

These three GALR subtypes are involved in a number of central functions
modulating neuroendocrine, pain control, cardiovascular, addiction, food intake and
seizure threshold (Mitsukawa et al., 2008; Diaz-Cabiale et al., 2010; Picciotto, 2010).
GAL is also involved in mood regulation including depression and anxiety-like
behaviors. GAL-overexpressing mice and rodents in which GAL was infused either
intraventricularly (i.c.v) or into the ventral tegmental area show an increase in the
immobility during the forced swimming test (FST) indicative of depression-like
behavior (Weiss et al., 1998; Kuteeva et al., 2005; Kuteeva et al., 2007). Also, in a
genetic rat model of depression, the Flinders Sensitive Line, an up-regulation of the
GALR binding sites is found in the dorsal raphe nucleus linked to high immobility in the
FST (Bellido et al., 2002). However, intra peritoneal (i.p.) injections of GalR2 agonists
exhibit anti- depressant-like effects and two non-selective GALR agonists, galnon and
galmic, decreased immobility time in the FST (Bartfai et al., 2004; Lu et al., 2005).
These discrepancies may be attributed to the different physiological roles of the GALR
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subtypes. l.c.v. infusion of a GALR1 agonist (M617) or a GALR2 antagonist (M871)
elevated immobility time, while the GALR2 agonist (AR-M1896) produced an
antidepressant-like effect in the rat FST (Kuteeva et al., 2008). Furthermore,
administration of GALR3-selective antagonists to rats and mice produced
antidepressant-like effects in both FST and the tail suspension test (TST) (Swanson et
al., 2005; Barr et al.,, 2006). In view of these results it has been proposed that
activation of GALR1 and GALR3 results in a depression like behavior while stimulation
of GALR2 leads to anti-depressant-like effects.

The role of GAL in anxiety-like behaviors depends on the route and site of drug
administration, and also on the intensity of stress-conditions (Holmes et al., 2003;
Holmes and Picciotto, 2006). For instance, i.c.v GAL produced an anxiolytic-like effect
in rats in the Vogel conflict test (Bing et al.,, 1993) whereas intra-amygdala
microinjection induced the opposite effect on the same task (Moller et al., 1999).
However, intra-amygdala administration of GAL did result in anxiolytic-like effects in
animals tested under heightened stress conditions in the elevated plus maze (Morilak
et al., 2003; Barrera et al., 2005) suggesting that GAL may be involved mainly under
high-stress and silent otherwise (Karlsson et al., 2005). The varying effects of GAL on
anxiety-related behaviors may also partly stem from actions of GAL at differentially
distributed GALR subtypes (Holmes and Picciotto, 2006; Bailey et al., 2007). GALR1
knockout mice exhibit increased anxiety in the elevated plus-maze (Holmes et al.,
2003) and GARLR2 knockout mice show anxiety-like behavior or no effect depending
on the genetic background of the mutants (Bailey et al., 2007; Lu et al., 2008). In
contrast, an antagonist of GALR3 produces anxiolytic-like effects in several behavioral
tests (Swanson et al., 2005).

Not only GAL but also the Galanin N-terminal fragments like GAL(1-15) have
been shown to be active in the CNS. For example both GAL and GAL(1- 15) molecules
have specific roles in cardiovascular regulation and interact differently with other
neuropeptides (Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-Cabiale et al., 2007). The three cloned
receptors show a higher affinity for GAL than for GAL(1-15) (Branchek et al., 2000) but
the demonstration of specific GAL(1-15) binding sites in the rat brain emphasizes the
powerful role of GAL fragments in GAL communication, especially in dorsal
hippocampus, neocortex and striatum (Hedlund et al., 1992).

In agreement with above only GAL(1-15) but not GAL can antagonistically
modulate the serotonin 5-HT1A receptors in the dorsal hippocampus and this effect
was blocked by a known GAL receptor antagonist M35 (Hedlund et al., 1994). Also in
the ventral limbic cortex N-terminal GAL fragments can more strongly and more
potently reduce postjunctional 5-HT1A receptor recognition than GAL, where also high
affinity GAL receptors exist (Diaz-Cabiale et al., 2000).
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The purpose of the present study was to assess the role of GAL(1-15) in mood
regulation using behavioral test of anxiety and depression in rats. Additionally, we
analyze with the proximity ligation assay (Trifilieff et al., 2011; Borroto- Escuela et al.,
2013), the proximity of GALR1 and GALR2 in the dorsal hippocampus and dorsal raphe
nuclei showing specific GAL(1-15) binding (Hedlund et al., 1992) since GALR1-GALR2
heteroreceptor complex may exist in areas selectively enriched in GAL(1-15) binding
sites (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012). Therefore, we tested the involvement of the
GALR2 in the GAL(1- 15) effect with the selective GALR2 antagonist M871 and with an
in vivo model of siRNA GALR2 knockdown rats. The effects of GAL(1-15) vs GAL were
analyzed on 5-HT IR in the rat medullary raphe-derived cell line RN33B to compare the
actions of these two GAL peptides on 5-HT mechanisms on the RN33B cells which may
be of relevance for their actions on the dorsal raphe 5- HT nerve cells.

RESULTS

Behavioral studies
GAL(1-15) induced a depression and anxiogenic-like effect in the behavioral tests

In the FST, rats were pre-exposed to water for 15 minutes. 24 hours later the
immobility, climbing as signs of depression-like behavior were analyzed during a
second 5 min exposure to water. GAL(1-15) at 3nmol significantly increased the
immobility (t=4.071, p<0.001, df=13) and decreased the climbing (t=3.857, p<0.01,
df=12) behavior by 44% and 46% respectively (Figure 1). These results indicate that
GAL(1-15) evokes a strong depression-like behavior. Similar results were obtained at
the dose of 6nmol, GAL(1-15) also significantly increased the immobility (t=4.97,
p<0.001, df=13) and decreased the climbing (t=4.815, p<0.01, df=12) behavior (Figure
1).

To assess the role of GAL(1-15) in the regulation of anxiety related behaviors, the time
spent in and numbers of entries into the central square were examined in the open
field. GAL(1-15) at the dose of 3 nmol induced an anxiogenic-like effect since it
significantly decreased the entries (t=3.379, p<0.01, df=16) and the time spent
(t=2.318, p<0.05, df=13) into the central square in the open field by 42% and 39%
respectively (Figure 1). GAL(1-15) lacked effects at the doses of 1nmol or 6 nmol
(Figure 1).
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Figure 1. Dose-Response curve of Galanin (1-15)[Gall15] in the Forced Swimming Test (A,B) and Open
Field Test (C,D) in rats. Gall5 (1; 3 or 6 nmol/rat) was administered via chronical cannula into the lateral
ventricle 15 min before the tests. Cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Vertical
bars represents mean + SEM of percentage of change from respective controls of time for immobility or
climbing (A,B) and number of entries or time in central square (C,D) during a 5 min test period (6-12
animals per groups). *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001 versus respective control according to
Student’s t-test.

These anxiogenic-like effects were independent of the locomotor activity, since the
total distance reached and speed were equivalent between all the groups (Table ).

Locomotor Control Gal15 1nmol Gal15 3nmol Gal15 6nmol
parameters

Total Distance 3209 +113,9 3458 £159,1 3532 +255,8 3058 £232,5
Travelled
(cm)

Mean Speed 10,7 +0,4 11,5+0,5 11,7 0,8 10,2 0,8
(cm/s)
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Table 1. Analysis of locomotor activity parameters in the Open Field Test. n=6-14 animals in each test
group. Data shown as Mean + SEM. No differences were found according to one-way ANOVA followed
by Newman Keuls Multiple Comparison Test.

Comparison between GAL and GAL(1-15)

In the FST, the overall one-way ANOVA revealed a significant effect of treatment for
immobility (one-way ANOVA, F2,26=12.8, p<0.001). The increase in the immobility
induced by GAL(1-15) was significantly higher than the one induced by GAL (Newman-
Keuls post-hoc test: p<0.01; Figure 2A). In the climbing behavior we observed the same
pattern of response (one-way ANOVA, F2,26=7.6, p<0.01), GAL(1-15) induced a
significantly stronger decrease in climbing response compared with GAL (Newman-
Keuls post-hoc test: p<0.05; Figure 2B).

In the open field, in agreement with other authors the dose of 3nmol of GAL lacked
effect on the time spent in and numbers of entries into the central square in the open
field (Figure 2C,D). In view of the fact that GAL(1-15) 3nmol significantly decreased the
time (t=2.318, p<0.05, df=13) and numbers of entries (t=3.379, p<0.01, df=16) in the
open field, our results indicate than only GAL(1-15) and not GAL modifies the anxiety
parameters in the present model.
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Figure 2. Behavioral effect of administration of Galanin (Gal29) and Galanin(1-15) [Gal15] in the Forced
Swimming Test (A,B) and Open Field Test (C,D) in rats. Gal29 (3nmol/rat) and Gall5 (3nmol/rat) were
administrated via chronical cannula into lateral ventricle 15 min before the test. Cerebrospinal fluid
injected rats were used as control group. Values, indicated as mean * SEM, represent time of
immobility and climbing in FST (A,B) and percentage of change from respective controls of entries and

293



Summary

time in center in open field test (C,D) during a 5 min test period (6-15 animals per group). (A,B) *p<0.05;

**p<0.01 and ***p<0.001 according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls Multiple

Comparison Test. (C,D) *p<0.05; **p<0.01 versus respective control according to Student’s t-test.

GALR2 antagonist M871 induced blockade of the behavioral effects of GAL(1-15)

In the FST, GALR2 antagonist M871 blocked significantly the increased immobility

(one-way ANOVA, F3,32=10.38, p<0.001, Newman-Keuls post-hoc test: p<0.01) and

decreased climbing (one-way ANOVA, F3,32=4.535

test: p<0.05) induced by GAL(1-15) (Figure 3A).

, Newman-Keuls post-hoc

p<0.01

’

The GALR2 antagonist M871 alone in the dose of 3nmol lacked effects with respect to

immobility or climbing time (Figure 3B).

In the open field the same type of change was observed. GALR2 participates in the
effect induced by GAL(1-15) since the GALR2 antagonist M871 significantly blocked the

decreased of number of entries (one-way ANOVA, F3,29=10.6, p<0.001, Newman-

Keuls post-hoc test: p<0.05) and time spent into the central square (one-way ANOVA,

Newman-Keuls post-hoc test: p<0.05) mediated by GAL(1-15)

D). In this test M871 significantly increased the number in the entries

p<0.05,

=4.03,

F3,26

’

(Figure 3C
(Newman

Keuls post-hoc test: p<0.01) but not the time spent into the central square

in the open field (Figure 3C,D).
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Figure 3. Behavioural effects of the coadministration of GalR2 antagonist M871 (3nmol/rat) and an
effective dose of Galanin(1-15) [Gal15] (3nmol/rat) in the Forced Swimming Test (FST) (A,B) and Open
field test (C,D). Treatments were injected via chronical cannula into lateral ventricle 15 min prior the
tests. Cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Data represents mean + SEM of
immobility and climbing time in FST (A,B) and entries and time in center in open field test (C,D) during
the 5 min test period ( 6-14 rats per group). (A,B) *p<0.05 versus Gal15+M871; **p<0.01 versus Gall5
group; ***p<0.001 versus Control and M871 group; “p<0.05 versus Control group. (C,D) *p<0.05 versus
Gal15; **p<0.01 versus Control and versus Gal15+M871; ***p<0.001 versus M871; “p<0.05 versus rest
of the groups according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls Multiple Comparison Test.

Neurochemical studies

GALR1 and GALR2 are in close proximity in the dorsal raphe nucleus and in the dorsal
hippocampus as shown with the proximity ligation assay

Positive results were obtained with the in situ proximity ligation assay (PLA) indicating
the formation of GALR1/GALR2 heteroreceptor complexes. This was supported by
studies using double immunolabeling which demonstrated colocation of GALR1 and
GALR2 IR in the nerve cells of the dorsal raphe nucleus and of the dorsal hippocampus
(Figure 4A,B).

GalR1

GalR2
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GalR1 GalR2

Figure 4. Galanin Receptor 1 and Galanin Receptor 2 colocalizes in neurons of rat dorsal Hippocampus
and dorsal Raphe. Double-immunolabeled for Galanin receptor 1 (GalR1) (green, arrows) and Galanin
receptor 2 (GalR2) (red, arrowhead) in (A) dorsal Hippocampus and (B) dorsal Raphe. The colocalization
of GalR1 and GALR2 is shown in the merge ( orange-yellow, rhombus). Escale bar, 20 um.

In Figure 5A large numbers of the Ammon’'s horn 1, 2 and 3 (CA1, CA2 and CA3) and
Dentate Gyrus of the dorsal hippocampus and the dorsal raphe showed a significant
number of red clusters (blobs) representing positive PLA signals. The quantification of
PLA in these areas demonstrated that the highest number of PLA clusters were present
in the cytoplasm of nerve cells of the dorsal raphe (one-way ANOVA, F4,35=26.57,
p<0.001, Newman-Keuls post- hoc test: p<0.001; Figure 5B).

The specificity was demonstrated by the fact that no PLA clusters were observed in
lateral corpus callosum (Figure 5A), an area that seems to lack of GALR2 receptor
(O'Donnell et al., 1999). The fact that we did not observed PLA positive signal in the
molecular layer of the Dentate Gyrus confirm the specificity of the signal (Figure 5A).
The results obtained in the dorsal raphe were validated in PLA experiments on raphe
RN33B cells (see below).
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Figure 5. Close proximity between GalR1-GalR2 is detected by in situ proximity ligation assay (PLA) (seen

as red clusters indicated by arrows) in dorsal rat Hippocampus and dorsal Raphe nucleus. In situ PLA was
performed using primary antibodies of different species directed to GalR1 and GalR2 followed by PLA
reagents. (A) Representatives photographs for positive PLA regions (Ammon’s horn 1, 2 and 3 ( CA1, CA2
and CA3) Dentate Gyrus (DG) and Dorsal Raphe nucleus (DR)) and for negative PLA region (Corpus
callosum (cc)) and Molecular layer of DG (ML DG). (B) Quantification of red clusters/DAPI-positive nuclei.
Quantification was made in 10-20 cells per photo and performed 8 photos per brain zone. Thus each
point in the scatter plot represent the mean between 10-20 cells (80-160 cells per zone). The line in
each group represent the mean value. ***P<0.001 versus rest of the groups according to one-way
ANOVA followed by Newman Keuls Multiple Comparison Test. Nuclei are shown in blue (DAPI). Scale bar,
10 um and 50 um in cc and ML DG photographs.

siRNA GALR2 knockdown in rats validates the involvement of GALR1- GALR2
heteroreceptor complexes in the behavioral and neurochemical effects induce by
GAL(1-15)

Behavioral tests

To verify the Acell system employed, we generated siRNA-Control rats (Acell Non-
targeting pool) and vehicle rats (Acell siRNA Delivery Media). We did not observe any
difference between these groups compared to aCSF normal rats in any behavioral test.

Down regulation of GALR2 by siRNA did not affect any parameter of the behavioral
tests neither in the FST nor in the open field (Figure 6). However the decrease in
GALR2 was sufficient to block the effect of GAL(1-15) in the siRNA GALR2 knockdown
rats (Figure 6). Thus, GAL(1-15) at the dose of 3nmol lacked effect on the immobility
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(one-way ANOVA, F2,18=0.743, p=0.48), climbing (one-way ANOVA, F2,18=0.426,
p=0.65) and swimming time (one-way ANOVA, F2,17=0.923, p=0.41) in the FST (Figure
6A,B,C). The same effect was observed in the number of the entries (one-way ANOVA,
F2,17=0.517, p=0.6) and in the time spent into the central square (one-way ANOVA,
F2,16=0.253, p=0.77) in the open field (Figure 6D,E).
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Figure 6. Analysis of Galanin(1-15) [Gal15] in GalR2 knockdown rats in the Forced Swimming Test (FST)
and Open field test or in the detection of close proximity between GalR1-GalR2 in rat brain. (A,B,C,D,E)
Behavioural effects of effective dose of Gall5 (3nmol/rat) in GalR2 knockdown in FST and Open field
test. Treatments were injected via chronical cannula into lateral ventricle 15 min prior the tests. siRNA
control injected rats were used as control group. Data represents mean + SEM of immobility, climbing
and swimming time in FST (A,B,C) and entries and time in center in open field test (D,E) during the 5 min
test period ( 6-14 rats per group). No differences were found according to one-way ANOVA followed by
Newman Keuls Multiple Comparison Test. (F,G,H) Detection of close proximity between GalR1-GalR2 in
dorsal hippocampus and dorsal raphe in GalR2 knockdown rats by in situ proximity ligation assay (PLA).
(F,G) Quantification of red clusters/DAPI-positive nuclei in dorsal Hippocampus (CA1) and dorsal Raphe,
9 days after of single icv injection of siRNA GalR2 or vehicle. Vertical bars represents mean + SEM of
percentage of change from respective controls. **p<0.01 and ***p<0.001 versus respective control
according to Student’s t-test. (H) Representatives photographs for decrease of detection of
cytoplasmatic GalR1-GalR2 PLA (seen as red clusters indicated by arrows) in dorsal Hippocampus (CA1)
and dorsal Raphe in GalR2 knockdown rats by in situ PLA; Nuclei are shown in blue(DAPI). Scale bar, 10
pm.

Proximity ligation assays

In the siRNA GALR2 treated animals PLA positive red clusters (blobs) were still
observed in the dorsal hippocampus and dorsal raphe (Figure 6H). However the
quantification of PLA shows a reduction of around 40 % (t=3.174, p<0.01, df=19) in
nerve cells of the CA1 area and 60% (t=7.325, p<0.001, df=14) of the dorsal raphe
compared with the vehicle group (Figure 6F,G).

These results confirm that the PLA signal obtained is specifically due to the GALR1-
GALR2 complex.

In agreement with these results, the colocalization of GALR1 and GALR2
immunoreactivities was reduced in siRNA GALR2 in the dorsal raphe and also in the
dorsal hippocampus (Figure 7).
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Figure 7. Representative laser scanning confocal micrographs illustrating the decrease of Galanin
receptor 2 (GalR2) immunoreactivity in GalR2 knockdown rat at dorsal hippocampus and dorsal Raphe.
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Double-immunolabeled for Galanin receptor 1 (GalR1) (green) and Galanin receptor 2 (GalR2) (red) in
rat (A) dorsal Hippocampus and (B) dorsal Raphe, 9 days after of single icv injection of siRNA GalR2 or
vehicle. Escale bar, 20 um.

GAL(1-15) produced a different vesicular trafficking than GAL in HEK-293 cells co-
transfected with GALR1-YFP and GALR2

The GAL(1-15) effects were also examined on the GALR1-YFP internalization by
immunofluorescence microscopy in transiently cotransfected HEK-293 cells with YFP-
tagged GALR1 and GALR2. HEK-293 cells coexpressing GALR1-YFP and GALR2 were
incubated with GAL(1-15) or GAL at 372C for 120 min to monitor receptor
internalization (Figure 8).

After incubation with GAL(1-15), GALR1-YFP was dramatically reduced at plasma
membrane and internalized into numerous vesicles in the cytoplasm along to 120 min
to monitor receptor internalization. The internalization began as early as 10 min after
ligand addition with a maximum point at 30 min where the intensity of intracellular
GALR1-YFP was increased by 30 % and continued at 120 min (Figure 8A). On the
contrary, the incubation with GAL produced less internalization of GALR1-YFP, being
found predominantly in the plasmatic membrane (Figure 8).
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Figure 8. Confocal imaging of GalR1-YFP in cells co-transfected with GalR1-YFP and GalR2 after
incubation with Gal29 or Gal15. HEK293 cells co-transfected with GalR1-YFP and GalR2 were incubated
with Gal29 (500nM) or Gall5 (500 nM) for period of 10, 30, 60 and 120 min before fixation and
visualization by confocal microscopy. Representative images of GalR1-YFP receptor fluorescence (green)
are shown (B). Quantification of time course of fluorescence translocation of plasma membrane to
interior of the cell after agonist stimulation are shown (A). Data represent mean + SEM of percentage of
change from control of % internalized fluorescence. Nuclei are shown in blue (DAPI). Scale bar, 10 pm.

In the early endosome formation we observed the same pattern of response, the
incubation with GAL(1-15) of cells co-transfected wiht GALR1-YFP/GALR2/Rab5-RFP
produced a stronger increase of the number of early endosomes compared with GAL
(Figure 9A,B). Addition of GAL(1-15) induced a rapid increase of the number of vesicles
that contains Rab5-RFP with an increase of around 100% of number of early
endosomes with a maximum point at 60 min. However, the formation of lysosomes
was similar after the incubation with GAL(1-15) or GAL, in both cases, the amount of
vesicles with LAMP-RFP was very low (Figure 9C,D).
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Figure 9. Confocal microscopy of agonist-induced Early Endosomes formation in cells co-transfected
with GalR1-YFP/GalR2/Rab5-RFP (A,B) and Lysosomes formation in cells co-transfected with GalR1-
YFP/GalR2/LAMP-RFP (C,D) after incubation with Gal29 or Gall5. HEK293 cells co-transfected with
GalR1-YFP/GalR2/Rab5-RFP (A,B) or co-transfected with GalR1-YFP/GalR2/LAMP-RFP (C,D) were
incubated with Gal29 (500nM) or Gall5 (500 nM) for period of 10, 30, 60 and 120 min before fixation
and visualization by confocal microscopy. Rab5-RFP was used as early endosome marker and LAMP-RFP
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was used as Lysosomes marker. Quantification of Early Endosomes (A) and Lysosomes (C) as red
vesicle/DAPI-positive nuclei of the cell after agonist stimulation are shown. Data represent mean + SEM
of percentage of change from control of mean of vesicles per cell. Representative images of Early
Endosomes (red vesicles) (B) or Lysosomes (D) in cells are shown. Nuclei are shown in blue (DAPI). Scale
bar, 10 um.

GAL(1-15) decreased the 5-HT immunoreactivity in Raphe RN33B cells

The presence of GALR1 and GALR2 in raphe RN33B cells was established with
immunohistochemical techniques. Moreover, PLA positive clusters were detected
within them which supports the presence of GALR1/GALR2 heteroreceptor complexes
in these cells and the validity of these cells as a target for GAL(1-15) (Figure 10A).

In the semiquantitative image analysis, the one-way ANOVA showed a significant
effect in 5-HT immunoreactivity after GAL and GAL(1-15) treatment (one-way ANOVA,
F2,147= 63.85, p<0.001). The incubation with GAL caused a significant (Newman-Keuls
post-hoc test: p<0.001) decrease in the 5-HT immunoreactivity in RN33B cells (Figure
10B,C). GAL(1-15) also significantly decreased (Newman-Keuls post-hoc test: p<0.001)
the 5-HT immunoreactivity in these cells. This reduction was significantly stronger
(Newman-Keuls post- hoc test: p<0.001) than the one induced by GAL (Figure 10B,C).
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Figure 10. Close proximity between Galanin receptor 1 (GalR1) and Galanin receptor 2 (GalR2) and their
effects in 5-HT synthesis and storage in RN33B cells. (A) Detection of close proximity between GalR1-
GalR2 receptors (seen as red clusters indicated by arrows) in RN33B cells by in situ PLA; Nuclei are
shown in blue(DAPI). Scale bar, 10 um. (B) Quantification of 5-HT immunoreactivity [5-HT
immunoreactivity (green color) was used as a marker for 5-HT synthesis and storage] in RN33B cell
cultures after incubation with Gal29 and Gal15. RN33B brain-derived immortalized cells were treated for
1h with Gal29 (100nM), Gal15(100nM) or control, followed for 1h for recuperation. 5-HT
immunoreactivity was determined after immunofluorescent labeling with 5-HT by measuring of 5-HT
immunoreactivity of the cells. The data are presented as mean = SEM, n=60 cells for two independent
experiments. ***p<0.001 according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls Multiple
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Comparison Test. (C) Representative images of 5-HT stained RN33B cells under different conditions are
presented. Scale bar, 10 um.

DISCUSSION

In the current study we describe for the first time that GAL(1-15) induces strong
depression and anxiogenic-like effects in the FST and in the open field, respectively.
Importantly, these effects were significantly stronger than the ones induced by GAL.
With the PLA indications were also obtained for the existence of GALR1-GALR2
heteroreceptor complexes in the dorsal hippocampus and especially in the dorsal
raphe nerve cells, areas rich in GAL fragment binding sites (Hedlund et al., 1992).
Indications were also obtained for the involvement of this heteroreceptor complex in
the actions of GAL(1-15) based on the use of the specific GALR2 antagonist M871 and
i.c.v. injections of GALR2 siRNA producing a reduction of GALR2. In the latter
experiment the reductions of the behavioral actions of GAL(1-15) was linked to a
substantial disappearance of PLA positive blobs in the nerve cells of the hippocampus
and the dorsal raphe and thus to a reduction in the GALR1-GALR2 heteroreceptor
complexes. Thus, the current study supports the concept that GAL fragment binding
sites mainly exist on GALR1-GALR2 heteroreceptor complexes which preferentially
bind GAL(1-15) (Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012). The different role of GAL(1-15)
and GAL was shown in HEK293 cells co-transfected with GALR1-YFP and GALR2 , where
GAL(1-15) produced a different profile of vesicular trafficking than GAL. GAL(1-15)
increased the GALR1-YFP internalization and the Early Endosomes number than GAL,
however the number of Lysosomes was very low. The relevance of the dorsal raphe as
a target for GAL(1-15) was supported by studies in rat medullary raphe-derived cell
line RN33B where GAL(1-15) decreased 5-HT Inmunoreactivity (IR) more strongly than
GAL.

In the behavioral tests we observed that GAL induced the same pattern of
response as in previous studies validating the conditions of our behavioral models. In
the FST GAL infused either i.c.v or into the ventral tegmental area was shown to
increase the immobility (Weiss et al., 1998; Kuteeva et al., 2005; Kuteeva et al., 2007).
This effect was reproduced with icv GAL 3 nmol in this test. Moreover in the open field
GAL 3nmol lacked behavioral effects. This indicates the absence of stress conditions in
our model since GAL produced anxiolytic-like effects only in animals tested under
heightened stress conditions (Morilak et al., 2003; Barrera et al., 2005).

GAL(1-15) induced a strong depression and anxiogenic-like effect in these tests
indicating a potential role of GAL(1-15) in mood disorders. Furthermore, these effects
were significantly stronger than the corresponding behavioral effects induced by GAL.
In previous work it has been shown that N- terminal GAL fragments can reduce
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postjunctional recognition of 5-HT1A receptor, known to be involved in mood
disorders, more strongly and potently than GAL (Diaz-Cabiale et al., 2000). This was
true not only for behavioral functions, but also for other central functions such as
cardiovascular functions. Thus, GAL(1-15) acts differentially from GAL. The N-terminal
fragment GAL (1- 15) antagonized the cardiovascular effects of GAL and GAL(1-15) but
not GAL decreased baroreceptor reflex sensitivity (Diaz-Cabiale et al., 2005). GAL(1-15)
also interacted differently from GAL with other neuropeptides involved in central
cardiovascular function such as Angiotensin or Neuropeptide Y (Diaz-Cabiale et al.,
2005; Diaz-Cabiale et al., 2010). Our results at behavioral level validate and extend the
view of a specific role of GAL(1-15) in brain communication.

GALR2 is involved in the GAL(1-15) effects since the GALR2 antagonist M871
blocked the GAL(1-15)-induced depression-like and anxiogenic effects. GALR2 has been
involved in neuronal mechanisms underlying antidepressant- like effects but the
specific role for GALR2 in anxiety is not well characterized. In fact, GALR2 knockout
mice showed anxiety-like behavior or no effect depending on the genetic background
of the mutants (Bailey et al., 2007; Lu et al., 2008). However, our results demonstrate
the importance of GALR2 in the anxiogenic-like effect induced by GAL(1-15).

In previous work it was described that a GALR2 agonist (AR-M1896) administered i.c.v.
to rats decreased immobility time in the FST indicating antidepressant effects (Kuteeva
et al, 2008). In line with these results transgenic mice overexpressing GALR2
demonstrated decreased immobility in the FST indicative of antidepressant-like
behavior (Le Maitre et al., 2011). Moreover, repeated fluoxetine treatment of rats
increases the number of GALR2 binding sites in the dorsal raphe nucleus which could
contribute to the antidepressant effects of the selective serotonin reuptake inhibitor
(SSRIs) mediated via GALR2 in the dorsal raphe (Lu et al., 2005). These results indicate
that the activation of GALR2 induces antidepressant-like effects. Instead the current
results showing that the GALR2 antagonist blocks the depressant actions of the GAL
fragment in the FST can be explained by our hypothesis that it targets the GALR2
protomer of the GALR1-GALR2 heteroreceptor complex which reduces the signaling
from this complex mediating the depression like actions of GAL(1-15).
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In the current work positive PLA blobs (puncta) formed from GALR1- GALR2
were in fact observed in the nerve cells of the dorsal hippocampus and dorsal raphe.
This indicates that the distances between the two receptors are in a range compatible
with the formation of GALR1/GALR2 heteroreceptor complexes in these two brain
regions (Trifilieff et al., 2011; Borroto-Escuela et al.,, 2012). The formation of
GALR1/GALR2 heteroreceptor complexes with high affinity for GAL(1-15) can help
explain the fact that GAL(1-15) induces a stronger action than GAL at the behavioral
level and in the reduction of 5-HT in RN33B cells. It is of interest that PLA blobs exist in
higher number in the dorsal raphe nerve cells than in the dorsal hippocampal nerve
cells which indicates that the dorsal raphe nerve cells can be a special target for GAL(1-
15). The meso-limbic 5-HT neurons are well-known to be dysfunctional in depression
(Fuxe et al., 2008; Fuxe et al., 2012; Artigas, 2013).Therefore, the marked decrease in
5-HT IR induced by GAL(1-15) may indicate one mechanism contributing to the
depression-like actions of GAL(1-15).

GALR2 may induce antidepressant actions via Gq/G1ll mediated GALR2
signaling. It seems possible that in the GALR1-GALR2 heteroreceptor complex the
GALR2 protomer signals in a different way upon activation by its preferred ligand
GAL(1-15) leading to its strong depression-like action. Alternatively, the GAL(1-15)
activation of the GALR1 protomer may via an allosteric receptor- receptor interaction
inhibit the Gg/G11 mediated signaling of the GALR2 protomer and switch it towards
Gi/o mediated signaling. In this way both GALR1 and GALR2 protomers become
coupled to Gi/o which may lead to the strong depression-like actions observed with
GAL(1-15).The formation of homodimers and heterodimers among neuropeptide
receptors is known (AbdAlla et al., 2005). GALR1 can form homodimers (Wirz et al.,
2005) and heterodimers with 5SHT1A receptors (Borroto-Escuela et al., 2010; Fuxe et al.,
2012) and likely with other G-protein coupled receptors.

In the current work GAL(1-15) induced a strong internalization of GALR1-YFP in
GALR1-YFP and GALR2 co-transfected cells, indicating that the heteromer GALR1-
GALR2 acts as a target of the GAL(1-15). Furthermore, this effect was stronger than the
internalization induced by GAL. These results are in agreement with the existence of
GALR1-GALR2 heteroreceptors complexes which preferentially bind GAL(1-15) (Fuxe et
al., 2008; Fuxe et al., 2012). The co-internalization of heteromers complexes has been
observed by other authors, where the A2A-D2 and 5HT1A-5HT7 heteromers shown a
differents profile of internalization than the receptors alone (Borroto-Escuela et al.,
2011; Renner et al., 2012).
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In the analisis of vesicular trafficking we used the Rab5 protein as marker of
early endosomes (Borroto-Escuela et al., 2012) and LAMP1 protein as marker of
lysosomes (Fichter et al., 2010). In HEK293 cells expressing GALR1 and GALR2
receptors GAL(1-15) produced a high formation of early endosomes while GAL lacks of
effect over early endosomes formation. These results suggest again that GAL(1-15)
acts over GALR1-GALR2 heterodimer. By other hand, GAL(1-15) produced a very low
numbers of lysosomes which indicates that GALR1-GALR2 heterodimer is not being
degradated after GAL(1-15) induced internalization, therefore GALR1-GALR2
heteromers could follow predominantly the recycling pathway (Bliek, 2005; Haas et al.,
2005) which could explain the powerful effects of GAL(1-15) compared with GAL at
behaviour level.

GALR2 siRNA was injected into the lateral ventricle of rats to reduce GALR2
expression and validate the role of GALR2 in the formation of the PLA positive blobs in
the dorsal hippocampus and the dorsal raphe and in the GAL(1-15) mediated
behavioral actions. The time course curve indicated a maximal reduction of GALR2
protein expression 8 days after the injection, and this was the time point selected for
the behavioral tests. Moreover in these animals the quantification of PLA showed a
maximal reduction of around 40 % in the CAl area and 60% in the dorsal raphe
compared with the vehicle group. These results strongly indicate that the PLA signals
obtained are specific and represents the GALR1-GALR2 heteroreceptor complex. This
reduction of the PLA signal was sufficient to block the depression and anxiogenic-like
effects of GAL(1-15) linking them to its actions at the GALR1-GALR2 heteroreceptor
complex.

In conclusion, our results give strong support to the view that GAL(1-15) acts at
GALR1-GALR2 heteroreceptor complexes in the raphe-limbic system to exert its strong
depression-like and anxiogenic effects. These results may give the basis for the
development of novel therapeutic drugs targeting specifically the GALR1-GALR2
heteroreceptor complexes for treatment of depression and anxiety.
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GAL(1-15) modifies 5HT1A receptors at pre and
postsynaptic level: Involvement in depression.

INTRODUCTION

Depression is a complex and heterogeneous disorder that will become the
second cause of disability worldwide.

Decreased serotoninergic (5-HT) activity is involved in the development and
expression of major depression and most drugs used for treating depression increase
5-HT levels, including the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs). 5HT mediates
its functions through multiple 5HT-receptors. Of the 5-HT1 family, the role of the
S5HT1A subtype in depression is well-established. 5HT1A receptor (5HT1AR) is an
inhibitory G-protein coupled receptor expressed both as presynaptic autoreceptor on
raphe neurons (DR), and as a postsynaptic receptor in several brain regions as
hippocampus, septum, and amygdala where it mediates serotonin actions.

Several studies reported abnormalities in 5HT1AR in patients with major
depression. Postmortem and neuroimaging studies suggest an increased density of
SHT1A autoreceptor in major depressives compared with control subjects (Boldrini et
al., 2008). Genetic studies have also shown that individuals with elevated density or
activity of 5SHT1A autoreceptors, including those with a functional polymorphism in the
promoter region of Htrla gene, are more susceptible to depression and suicide and
respond poorly to antidepressants (Lemonde et al., 2003; Neff et al., 2009). In animal
models, transgenic mice with a moderate reduction of 5HT1A autoreceptors report
antidepressant-like responses (Richardson-Jones., 2010) and acute 5-HT1A
autoreceptor knockdown mice increased antidepressant responses (Ferres-Coy et al.,
2013).

Contrary to presynaptic 5SHT1A autoreceptors, the activation of postsynaptic
hippocampal 5HT1AR indicate antidepressant efficacy. PET scan studies of 5-HT1A
binding indicated a reduced postsynaptic hippocampal 5HT1AR in major depression
(Drevets et al.,, 1999). In preclinical studies, chronic antidepressant treatments
tonically activated hippocampal 5HT1AR (Haddjeri et al., 1998) and selective SHT1AR
agonist shows antidepressant-like activity (Cyran et al., 2005). Also, genetic studies
indicated that postsynaptic SHT1A are sufficient for antidepressant-like effects in
rodents.

All these results indicate an opposing role of pre- and postsynaptic 5HT1AR in
depression. Combination of SSRI treatment with mixed 5-HT1AR antagonist to
accelerate the clinical effect of SSRI have been tried, however pharmacological
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approaches have been hampered by the difficulty in separating effects on
autoreceptors from effects on postsynaptic SHT1AR.

New approaches in the treatment of stress-related mood disorders including
neuropeptides are becoming increasingly apparent (Kormos and Gaszner, 2013).
Galanin (GAL) is a neuropeptide (Tatemoto et al., 1983) widely distributed in neurons
within the Central Nervous System (CNS). To date, three GAL receptor (GALR) subtypes,
GALR1-3, with high affinity for GAL have been cloned (Branchek et al., 2000;
Mitsukawa et al., 2008). GALR1 and GALR3 mainly activate inhibitory G proteins Gi/Go,
while GALR2 mainly couples to Gq/G11 to mediate excitatory signaling (Wang et al.,
1997; Branchek et al., 2000)

GAL has a variety of physiological functions, including mood regulation and depression
(Weiss et al., 1998; Bellido et al., 2002; Kuteeva et al., 2005; 2007). The activation of
GALR1 and GALRS3 results in a depression like behavior while stimulation of GALR2
leads to anti-depressant-like effects (Bartfai et al., 2004; Lu et al., 2005;Kuteeva et al.,
2008).

Moreover, GAL modulates SHT1AR function at pre- and postsynaptic level in the brain.
In the DR nerve cells, intracerebroventricular (icv) GAL induced a time-dependent
reduction in affinity and an increase in the HT1AR autoreceptor density (Razani et al.,
2000) and the reduction in 5-HT release induced by GAL is partially reduced with a
S5HT1AR antagonist (Yoshikate et al., 2003). At post-synaptic level GAL reduced the
affinity of the 5HT1AR in the ventral limbic cortex. Moreover in various behavior
including hypothermia, locomotor activity and passive avoidance, icv GAL blocked
post-synaptic 5HT1AR function. Recent results have shown that this interaction is at
least in part, due to the existence of GALR1-5HT1AR heteromers in discrete brain
regions (Borroto-Escuela et al., 2010).

Not only GAL but also the Galanin N-terminal fragments like GAL(1-15) are active in the
CNS (Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-Cabiale et al.,, 2007). In recent work we have
described that GAL(1-15) induces strong depression-related and anxiogenic-like effects
in rats and importantly, these effects were significantly stronger than the ones induced
by GAL (Millén et al., 2014). The GALR1-GALR2 heteroreceptor complexes in the dorsal
hippocampus and especially in the dorsal raphe nerve cells, areas rich in GAL(1-15)
binding sites (Hedlund et al., 1992) were involved in these effects (Millén et al., 2014).

Also GAL(1-15) interacts with 5-HT1A-R, GAL(1-15) can antagonistically modulate the
serotonin 5-HT1A receptors in the dorsal hippocampus and also in the ventral limbic
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cortex N-terminal GAL fragments can more strongly and more potently reduce
postjunctional 5-HT1A receptor recognition than GAL, (Diaz-Cabiale et al., 2000).

The purpose of the present study was to assess the ability of GAL(1-15) to
modulate 5H1AR at both pre- and postsynaptic level in rats. We have analyzed the
effect of GAL(1-15) on 5HT1AR mediated response in a behavioral test of depression
and the involvement of the GALR2 in these effects. Moreover we studied the effect of
GAL(1-15) on the binding characteristics and mRNA levels of 5HT1AR in the dorsal
raphe and the dorsal hippocampus nuclei. Therefore, we analyze with the proximity
ligation assay (Trifilieff et al., 2011; Borroto-Escuela et al., 2013), the proximity of
5HT1AR with GALR1 and GALR2 in these nuclei. The effects of GAL(1-15) on 5-H1A-IR
were also analyzed in the rat medullary raphe-derived cell line RN33B, a cell line where
GAL(1-15) decreased 5-HT IR (Millén et al., 2014).

RESULTS

GAL(1-15) enhances 8-OHDPAT-mediated antidepressant-like behaviors

In the FST, rats were pre-exposed to water for 15 minutes. 24 hours later the
immobility, climbing and swimming as signs of depression-like behavior were analyzed
during a second 5 min exposure to water.

As previously described, the 5SHT1AR agonist 8-OHDPAT at the dose of 0,25 mg/Kg
induced antidepressant-like effects as it significantly decreased the immobility (p<
0.05) and the climbing behavior (p<0.01) while an increased swimming behavior by
140% (p<0.01) was observed (Table 1A). This dose modifies the locomotor parameters,
since the total distance travelled and the mean speed were significantly reduced
during a 5 min test period (Table 1B).

The dose of 0,125mg/Kg of 8-OHDPAT was a threshold dose in this test. Moreover, this
dose lacks of effect in the locomotor parameters (Table 1).
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Parameters

Control

8-OH-DPAT 0,125

8-OH-DPAT 0,25

mg/Kg mg/Kg
Immobility time (S) 104,9 £21,21 93,7 £20,9 44,1 +14,3"
Climbing time (S) 88,6 +18 105,3 +9,6 42,7 +9,2**
Swimming time (S) 72,2 +11,6 77,3 +13,3 166,2 +14,5™
Locomotor Control 8-OH-DPAT 0,125 8-OH-DPAT 0,25
parameters mg/Kg mg/Kg
Total Distance 3827 +255 3302 +207,7 1854 +223,2™
Travelled
(cm)
Mean Speed 12,7 +0,8 11+0,7 6,2 0,7
(em/s)

Table 1. Dose-Response curve of 8-OH-DPAT in the Forced Swimming Test (A) and the locomotor activity
parameters in the Open Field Test (B) in rats. 8-OH-DPAT (0,125 or 0,25 mg/Kg) was administered via
subcutaneously 60 min before the tests and cerebrospinal fluid was injected via i.c.v. 15 min before the
test. Saline + cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Data shown as mean + SEM of
time for immobility, climbing or swimming (A) and total distance travelled or mean speed (B) duringa 5
min test period (5-8 animals per groups). *p<0.05 and **p<0.01 versus respective control according to
one-way ANOVA followed by Dunnet post-test.

The threshold dose of GAL(1-15) 1nmol enhanced the antidepressant-like effects
mediated by the effective dose of the 8-OHDPAT (Figure 1). GAL(1-15) significantly
decreased the immobility (p<0.05) and the climbing (p<0.05) behavior induced by an
effective dose of the 8-OHDPAT in the FST (Figure 1). Moreover GAL(1-15) increased
the swimming behavior induced 8-OHDPAT by 20% (p<0.01) (Figure 1).
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Figure 1. Behavioural effects of the coadministration of effective dose of 8-OH-DPAT (0,25 mg/Kg) and
threshold dose of GAL(1-15) (1nmol/rat) in the Forced Swimming Test. 8-OH-DPAT was administered via
subcutaneously 60 min before the tests and GAL(1-15) was injected via icv 15 min before the test. Saline
+ cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Data represents mean * SEM of
immobility, climbing and swimming time in FST during the 5 min test period (6-11 rats per group).

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls Multiple
Comparison Test.

To avoid the locomotor activity of the 8-OHDPAT we analyzed the effects of the
coadmistration of 8-OHDPAT (0,125mg/Kg) and GAL(1-15) (1nmol) at threshold doses.
A strong antidepressant effect was observed after the coadministration of GAL(1-15)
and 8-OHDPAT (0,125mg/Kg) since a significantly decreased in the immobility (p<0.01)
and the climbing (p<0.01) behavior by 50 and 60% respectively appeared (Figure 2).

Moreover an increase of the swimming behavior of about 80% was also observed (p<
0.001) (Figure 2).

These antidepressant effects were independent of the locomotor activity, as the total
distance reached and speed were equivalent between all the groups (Table 2).

GALR2 participates in this interaction since the presence of the GALR2 antagonist
M871 blocks significantly (p<0.001) all the effect induced by the coadministration of
GAL(1-15) and 8-OHDPAT in the FST (Figure 2).

The GAL2 receptor antagonist M871 alone in the dose of 3 nmol lacked effects with
respect to immobility, climbing or swimming time.
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Figure 2. Behavioural effects of the coadministration of threshold doses of 8-OH-DPAT (0,125 mg/Kg)
and Galanin(1-15) [Gal15] (1nmol/rat) and the coadministration with GalR2 antagonist M871
(3nmol/rat) in the Forced Swimming Test (FST). 8-OH-DPAT was administered via subcutaneously 60 min
before the tests and Gall5 and Gall5+M871 were injected via icv 15 min before the test. Saline +
cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Data represents mean + SEM of immobility,
climbing and swimming time in FST during the 5 min test period ( 5-8 rats per group). *p<0.05, **p<0.01

and ***p<0.001 versus rest of the group according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls
Multiple Comparison Test.
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Locomotor Control 8-OH-DPAT + CSFa  8-OH-DPAT 0,125 mg/Kg
parameters 0,125 mg/Kg + Gal15 1nmol
Total Distance Travelled 4188 +181,6 3318 +245 3295 +244,8
(em)
Mean Speed 13,9 +0,6 11,1 £0,8 11 +0.8
(cm/s)

Table 2. Analysis of locomotor activity of the coadministration of threshold doses of 8-OH-DPAT (0,125
mg/Kg) and Galanin(1-15) [Gal15] (1nmol/rat) in the Open Field Test. 8-OH-DPAT was administered via
subcutaneously 60 min before the tests and Gall5 was injected via icv 15 min before the test. Saline +
cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. N=4-6 animals in each test group. Data
shown as Mean + SEM. No differences were found according to one-way ANOVA followed by Newman
Keuls Multiple Comparison Test.

Comparison between the effect of GAL(1-15) or GAL on 8-OH-DPAT-mediated
antidepressant-like behaviors

In the FST, the overall one-way ANOVA revealed a significant effect of treatment for
immobility (one-way ANOVA, F3,19=5.771, p<0.01). The decrease in the immobility
induced by the coadministration of GAL(1-15) and 8-OH-DPAT (0,125mg/kg) was
significantly higher than the one induced by GAL and 8-OH-DPAT (0,125mg/kg)
(Newman- Keuls post-hoc test: p<0.05; Figure 3). In the climbing behavior we observed
the same pattern of response (one-way ANOVA, F3,21=8.995, p<0.001): GAL(1-15)+8-
OH-DPAT (0,125mg/kg) induced a significantly stronger decrease in climbing response
compared with GAL+8-OH-DPAT (0,125mg/kg) (Newman- Keuls post-hoc test: p<0.05;
Figure 3).

Importantly, in the swimming behaviour GAL(1-15)+8-DPAT (0,125mg/kg) also induced
a significantly stronger increase in swimming response compared with GAL+8-DPAT
(0,125mg/kg) (one-way ANOVA, F3,29=27.47, p<0.001; Newman- Keuls post-hoc test:
p < 0.01; Figure 3).
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Figure 3. Behavioural effects of the coadministration of 8-OH-DPAT (0,125 mg/Kg) and Galanin (Gal29)
(1nmol/rat) and the coadministration of 8-OH-DPAT (0,125 mg/Kg) and Galanin(1-15) [Gal15]
(1nmol/rat) in the Forced Swimming Test (FST). 8-OH-DPAT was administered via subcutaneously 60
min before the tests and Gal29 or Gall5 were injected via icv 15 min before the test. Saline +
cerebrospinal fluid injected rats were used as control group. Data represents mean + SEM of immobility,
climbing and swimming time in FST during the 5 min test period ( 5-7 rats per group). *p<0.05, **p<0.01
and ***p<0.001 according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls Multiple Comparison Test.
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GAL(1-15) modifies the binding characteristics and mRNA levels of 5HT1AR in the
dorsal hippocampus and the dorsal raphe nuclei

GAL(1-15) administered i.c.v. (3 nmol/rat) produced a time dependent effect on the
binding of [3H]-8-OH-DPAT in CA1/DG areas of the dorsal hippocampus formation

(Figure 4).

10 minutes after icv GAL(1-15), that corresponds with the time point of the
performance of the FST, GAL(1-15) produced a significant increase in the Kd and Bmax
values of the [3H]8-OH-DPAT binding sites in the CA1l area by about 90% and 85%
respectively (p<0.05). In the DG we observed the same pattern of response, GAL(1-15)
also induced a significant increase in the Kd and Bmax values of the [3H]8-OH-DPAT
binding sites in the DG area by about 150% and 95% respectively (p<0.01) (Figure 4B)

Representative autoradiograms illustrate the increase of labelling (increase in Bmax
values) in both areas, CAl and DG, 10 minutes after i.c.v. GAL(1-15) (Figure 4C).
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Figure 4. Effects of Galanin (1-15) on the binding characteristics of SHT1A receptor agonist [3H] 8-0OH-
DPAT binding sites in the dorsal hippocampus (CA1 (A) and DG (B)). Saturation experiments with ten
concentration of [3H] 8-OH-DPAT (0,26-10 nM) were performed in sections from dorsal hippocampus.
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Non-specific binding was defined as the binding in the presence of 10 uM serotonin. The values shown
are percentages of respective CSF values. Kyq (nM) values (100%) for the pooled CSF group (10min, 2h
and 5h after i.c.v. GAL(1-15)) in the CA1 were 3,27+0,9 (n=18) and in the DG were 1,7310,2 (n=18). The
Bmax (fmol/mg protein) (100%) for the pooled CSF groups (10 min, 2h and 5h after i.c.v. GAL(1-15)
administration in the CA1 were 751,970 (n=18) and in the DG were 696+49,5 (n=18). The K4 values and
the B, values are shown as meant SEM., n=6. *p<0.05; **p<0.01 vs respective CSF group (Student’s t-
test). (C) Representative autoradiograms from dorsal hippocampus sections of rat at Bregma -3,6 mm
showing the increase of the 5HT1A agonist binding in the CA1 and DG 10 min with a high concentration
of the radioligand [3H]8-OH-DPAT (7.2 nM) after the GAL(1-15) (3 nmol, i.c.v.) administration.

The presence of the GALR2 antagonist M871 blocks significantly the increase in the Kd
and Bmax values of the [3H]8-OH-DPAT binding sites induced by GAL(1-15) in both
areas, CA1 and DG, confirming the involvement of GALR2 in the effect (Table 3).

Area CSF GAL(1-15) M871 GAL(1-15)+M871
Kq CAl 3,28+0,53 7,05+0,8"" 3,9610,27 4,85+0,68°
(nM)
DG 2,65+0,3 4,55+0,42 3,3+0,3 3,3+0,73
B max CAl 1209+150,6 1874+127,4" 1541+114,3 1337+142,5
(fmol/mg protein)
DG 1493+118,4 2312+188,2%@ 2013+124,2 1885+225,1°

Table 3. Effects of galanin receptor 2 antagonist M871 on the GAL(1-15)-induced modulation of the
5HT1A receptor agonist [3H] 8-OH-DPAT binding sites in the dorsal hippocampus (CA1 and DG).
Saturation experiments with ten concentration of [3H] 8-OH-DPAT (0,26-10 nM) were performed in
sections from dorsal hippocampus 10 min after i.c.v. administration of GAL(1-15) 3nmol alone, M871
3nmol alone, or GAL(1-15) and M871 together. Non-specific binding was defined as the binding in the
presence of 10 uM serotonin. The K4 values and the B, values are shown as meant SEM., n=6. *p<0.05
vs CSF and GAL(1-15)+M871 groups; **p<0.01 vs CSF and M871 groups; °p<0.05 vs CSF group; **p<0.01
vs CSF group; bp<0.05 vs GAL(1-15) gruop according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls
Multiple Comparison Test.

These effects on the Kd and Bmax values of the [3H]8-OH-DPAT binding sites were
maintained 2 hours after icv GAL(1-15) in the CA1 (p<0.05) and also in the DG (p<0.01)
of the hippocampus (Figure 4). However, 5 hours after icv GAL(1-15) the only effect
maintained was the increase of the density of [3H]8-OH-DPAT binding sites in the DG
(Figure 4).
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The results from the in situ hybridisation studies showed that 2 hours after GAL(1-15)
administration a substantial increase in the 5-HT;5 receptor mRNA level by 53% and
43% respectively in the CA1 (p<0.01) and DG (p<0.01) respectively (Figure 5A,C) was
observed. However, 5 hours after GAL(1-15), the effects had disappeared (Figure 5D).
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Figure 5. Effects of 3nmol Galanin (1-15) on 5HT1A receptor mRNA levels in dorsal hippocampus (CA1
and DG) (A) and dorsal raphe nucleus (B) 2 h after i.c.v. administration in comparison with the CSF
groups and 5 h after i.c.v. administration in comparison with the CSF groups (D). O.D. values are shown
as meant SEM (n=6). **p<0.01 vs CSF group according to Student’s t-test. Representative
autoradiograms showing the mRNA levels coding for 5SHT1A receptors 2 h after administration of GAL(1-
15) (3nmol, i.c.v.) compared with CSF group in the dorsal hippocampus (CA1 and DG) (C) determined by

in situ hybridization.

GAL(1-15) also produced a time dependent effect on the binding of [3H]-8-OH-DPAT in
the DR (Figure 6). As seen in Figure 6A GAL(1-15), 2 hours after its icv administration,
produced no changes in the Kp values of [3H]8-OH-DPAT binding sites in the DR but
caused instead a decrease in the Bmax values by about 20% (p<0.05). No effect was
observed 10 minutes or 5 hours after icv GAL(1-15) (Figure 6).
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Representative autoradiograms with a high radioligand concentration illustrate the
reduction of labelling (decrease in Bmax values) 2 hours after i.c.v. GAL(1-15) (Figure
6B).
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Figure 6. Effects of Galanin (1-15) on the binding characteristics of SHT1A receptor agonist [3H] 8-0OH-
DPAT binding sites in the dorsal Raphe. (A,B) Saturation experiments with ten concentration of [3H] 8-
OH-DPAT (0,26-10 nM) were performed in sections from DR. Non-specific binding was defined as the
binding in the presence of 10 uM serotonin. The values shown are percentages of respective CSF values.
Kg (nM) values (100%) for the pooled CSF group (10min, 2h and 5h after i.c.v. GAL(1-15)) in the DR were
2,54+0,3 (n=18). The B (fmol/mg protein) (100%) for the pooled CSF groups (10 min, 2h and 5h after
i.c.v. GAL(1-15) administration in the DR were 1262+132,5 (n=23). The K4 values and the B,,.x values are
shown as meant SEM, n=6. *p<0.05 vs respective CSF group (Student’s t-test). (C) Representative
autoradiograms from DR sections of rat showing the decresease of the SHT1A agonist binding with a
high concentration of the radioligand [3H]8-OH-DPAT (7.2 nM) 2 h after the GAL(1-15) (3 nmol, i.c.v.)
administration.

The results from the in situ hybridisation studies also showed GAL(1-15) 2 hours after
administration produced a substantial decrease by 30% in the 5-HT;p receptor mRNA
in the DR (Figure 5B). However, 5 hours after i.c.v. galanin the effects had disappeared
(Figure 5D).
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GALR1-5HT1A and GALR2-5HT1A Receptors are in close proximity in the Dorsal
Hippocampus and Dorsal Raphe Nucleus

Positive results were obtained with the in situ PLA giving the indication that GALR1 and
S5HT1AR are in close proximity and may form GALR1/5HT1AR heteroreceptor
complexes. Moreover, positive PLA were also obtained for the GALR2/5HT1AR
receptors in all the areas analyzed that were positive for GALR1/5HT1AR.

In Figure 7, large numbers of the Ammon's horn 1, 2, and 3 (CA1, CA2, and CA3) and
the DG of the dorsal hippocampus and the dorsal raphe show a significant number of
red clusters (blobs) representing positive PLA signals for GALR1/5HT1AR and for
GALR2/5HT1AR. The quantification of PLA in these areas demonstrated that the
highest number of PLA clusters for GALR1/5HT1AR were in the CA3 area (p<0.001)
while the elevated number of positive PLA signals for GALR2/5HT1AR were present in
the cytoplasm of nerve cells of the dorsal raphe (p < 0.01; Figure 7A).

The specificity was demonstrated by the fact that no PLA clusters were observed in the
lateral corpus callosum (Figure 7B), an area that seems to lack the GALR1 and GALR2
receptor (O’Donnell et al., 1999; Hewes and Picciotto, 2004).
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Figure 7. Close proximity between GalR1-5HT1A and between GalR2-5HT1A is detected by in situ
proximity ligation assay (PLA) (seen as red clusters indicated by arrows) in dorsal rat Hippocampus and

GalR2-5HT1A GalR1-5HT1A @

dorsal Raphe nucleus. In situ PLA was performed using primary antibodies of different species directed
to GalR1l and 5HT1A and to GalR2 and 5HT1A followed by PLA reagents. (A) Quantification of red
clusters/DAPI-positive nuclei. Quantification was made in 10-20 cells per photo and performed 8 photos
per brain zone. The data represent the mean of clusters per cell (meanzSEM) for 80-160 cells per zone.
*p<0.05, **p<0.01 and ***P<0.001 versus GalR2-5HT1A PLA according to Student’s t-test. (B)
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Representatives photographs for positive GalR1-5HT1A and GalR2-5HT1A PLA regions [Ammon’s horn 1,
2 and 3 ( CA1, CA2 and CA3) Dentate Gyrus (DG) and Dorsal Raphe nucleus (DR)] (Scale bar, 10 um) and
for negative region Corpus Callosum (CC) (Scale bar, 50 um). Nuclei are shown in blue (DAPI).

The results obtained in the DR were validated in PLA experiments on raphe RN33B
cells (Figure 8). In these cells, where GALR1, GALR2 and 5HT1A receptors exist (Millén
et al., 2014), we observed PLA-positive clusters GALR1/5HT1AR and GALR2/5HT1AR
within them (Figure 8).
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Figure 8. Close proximity between Galanin receptor 1 (GalR1) and 5HT1A receptor (A) and between
Galanin receptor 2 (GalR2) and 5HT1A receptor (B) in RN33B cells. Detection of close proximity between
GalR1-5HT1A and GalR2-5HT1A receptors (seen as red clusters indicated by arrows) in RN33B cells by in
situ PLA; Nuclei are shown in blue(DAPI). Scale bar, 10 um.

The semiquantitative image showed that after GAL and GAL(1-15) treatment a
significant effect in 5-HT1A (one-way ANOVA, F2,177=9.134, p<0.05 ) and c-Fos (one-
way ANOVA, F2,177=30.75, p<0.001) immunoreactivity were observed. The incubation
with GAL caused a significant decrease in the 5-HT1A (p<0.05) and c-Fos (p<0.001)
immunoreactivity in RN33B cells (Figure 9). GAL(1-15) also significantly decreased the
5-HT1A (p<0.001) and c-Fos (p<0.001) immunoreactivity in these cells. This reduction
was significantly stronger than the one induced by GAL (Newman-Keuls post-hoc test:
p < 0.05; Figure 9).

322



Summary

>
w

60+ 60-

*kk

[3)]
(=)
L
*
*
[3)]
=)
L

*k*

*
*
*

H
o
L
H
o
1

C-Fos Inmunireactivity
w
o
1
=
1

\\\4

A\

0
Control Gal29 Gal15s Control Gal29 Gal15s

Control Gal29 100 nM Gal15 100 nM

Figure 9. Effects of Galanin and Galanin (1-15) in cellular activity and 5HT1A receptor expression in
RN33B cells. Quantification of C-Fos immunoreactivity [C-Fos immunoreactivity (green color) was used
as a marker for cellular activity] (A) and 5HT1A immunoreactivity [SHT1A immunoreactivity (red color)
was used as marker for SHT1A receptor expression] (B) in RN33B cell cultures after incubation with
Gal29 and Gall5. RN33B brain-derived immortalized cells were treated for 1h with Gal29 (100nM),
Gall5(100nM) or control, followed for 1h for recuperation. The data are presented as mean + SEM,
n=60 cells for two independent experiments. *p<0.05 vs Control group or Gall5 group; **p<0.01 vs
Gall5 group; ***p<0.001 vs Control group according to one-way ANOVA followed by Newman Keuls
Multiple Comparison Test. (C) Representative images of C-Fos (green nucleus) and 5HT1A (red
cytoplasm) stained RN33B cells under different conditions are presented. Scale bar, 10 um.

DISCUSSION

In the present study we describe for the first time that GAL(1-15) enhances the
antidepressant effects induced by the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT in the FST. These
effects were significantly stronger than the ones induced by GAL. Importantly, the
mechanism of this action involved interactions at receptor level since GAL(1-15) affects
the binding characteristics as well as the mRNA levels of 5-HT1A in the dorsal
hippocampus and in the dorsal raphe nerve cells. Indications were obtained for the
involvement of GALR2 in this effect, since the specific GAL2 receptor antagonist M871
blocks GAL(1-15) mediated actions at behavior and receptor level. PLA experiments
indicated that 5HT1AR are in close proximity with GALR1 and GALR2 in the dorsal
hippocampus and in the dorsal raphe nerve cells suggesting the possibility of the
formation of receptors mosaics in these areas (Fuxe et al., 2012). The interactions of
GAL(1-15) with 5HT1AR was supported by studies in rat medullary raphe-derived cell
line RN33B, where GAL(1-15) decreased 5-HT1A IR more strongly than GAL.

323



Summary

We used the FST, since it is a behavioral test developed to predict the efficacy
of antidepressant treatments. In this test, reduced immobility time is interpreted as
behavioural despair and point towards a potentially antidepressant drug effect and the
enhancement of 5HT neurotransmission is related to swimming. (Detke et al., 1995
a,b). Several compounds with high affinity for 5-HT1AR have been shown to decrease
immobility in the FST. 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT reduces the immobility and
increases the swimming of the rats in the FST (Detke et al., 1995 a,b). The results
obtained with the 8-OH-DPAT agonist alone agree with previous studies and confirms
the behavioral model used (Cervo and Samanin 1987;Detke et al., 1995 a,b). We avoid
the locomotion alteration performing the experiments one hour after the 8-OH-DPAT
injections (Cervo and Samanin 1987).

In this paper, we demonstrated that GAL(1-15) act via GALR2 to enhance 5HT1A
antidepressant effect in the FST. We observed a strong decrease in immobility
behavior and an 80% of increase of swimming behavior following cotreatment with
threshold doses of GAL(1-15) and of 5HT1A agonist 8-OH-DPAT. When administered
alone, neither of these treatments affected performance on the test, indicating that
GAL(1-15) and the 5HT1A agonist interact to provoke the antidepressant responses.
Since GAL(1-15) at the effective dose induce a pro-depressive effect (Millén et al.,
2014), the antidepressant effect could only be due to the enhancement of 5HT1AR
action. Moreover, the strong enhancement of GAL(1-15) on antidepressant 5SHT1AR
agonist mediated action was validated using an effective dose of the SHT1AR agonist.

Furthermore, the effects of GAL(1-15) on the 5HT1AR mediated actions in the
FST were significantly stronger than the corresponding behavioral effects induced by
GAL. In previous work, N-terminal GAL fragments reduced post-junctional recognition
of the 5-HT1A receptor, known to be involved in mood disorders, more strongly and
potently than GAL (Diaz-Cabiale et al., 2000). Also in recent studies GAL(1-15) induces
strong depression-related and anxiogenic-like effects being these effects again were
significantly stronger than the ones induced by GAL. This was true not only for
behavioral functions, but also for cardiovascular functions (Diaz-Cabiale et al., 2005).
GAL(1-15) as well interacted differently from GAL with other neuropeptides, such as
angiotensin or neuropeptide Y, involved in cardiovascular regulation (Diaz-Cabiale et
al., 2005, 2010). Our results at the behavioral level validate and extend the view of a
specific role of GAL(1-15) in brain communication.
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There is controversy over whether the antidepressant-like effects of 5-HT1AR
agonists in the FST are mediated by activation of 5-HT1AR located at postsynaptic of
presynaptic sites. A postsynaptic site of action is supported by findings that
pretreatment with the 5-HT synthesis inhibitors did not affect in the FST on its own
(Schreiber and De Vry 1993), nor did it alter the immobility-reducing effects of 8-OH-
DPAT. Also local administration of 8-OH-DPAT into the lateral septum reduced
immobility time in the FST (Schreiber and De Vry 1993). However, several other
findings suggest that the immobility-reducing effect is mediated via presynaptic
receptors. Local administration of 8-OH-DPAT into the dorsal raphe decreased
immobility in the FST (Schreiber and De Vry 1993) and the destruction of 5-HT neurons
blocked 8-OH-DPAT immobility reducing effect (Cervo and Samanin 1987).

In the present work, we demonstrated that GAL(1-15) produces a time-
modulation of 5-HT1AR at both post- and presynaptic level. 10 minutes after icv
GAL(1-15) a significant increase in the Kd and Bmax values of the [3H]8-OH-DPAT
binding sites was observed in the CA1 and DG areas of the hippocampus. When effects
of i.c.v. GAL(1-15) were examined 2 hours after administration, a marked increase in
the Kd and the density of the 5-HT1AR agonist binding sites were still observed in both
areas associated to an increase in the mRNA levels of 5-HT1AR. Moreover, at the
presynaptic level GAL(1-15) also modify 5-HT1AR. In the DR GAL(1-15) instead only
reduced the density and the mRNA levels of the 5-HT1AR two hours after its
administration. Since GAL(1-15) induced the enhancement of the antidepressant-like
effects of 5-HT1AR agonists in the FST at 10 minutes where the only changes in the 5-
HT1AR described were in the hippocampus, it could be proposed that this was a key
are in the behavior effect induced by GAL(1-15).

The effects of GAL(1-15) on 5-HT1AR in the hippocampus and the DR are in the
opposite direction than the ones induced by GAL. GAL lacks of effect in the [3H]8-OH-
DPAT binding characteristics in the hippocampus (Razani et al., 2000) and in the DR a
time-dependent reduction in affinity and an increase in the HT1AR autoreceptor
density was observed after GAL treatment (Razani et a., 2001). An antagonistic
GALR/5HT1AR has been proposed to explain GAL-mediated effect in the limbic
forebrain and also in the DR (review Fuxe et al., 2012). Such interaction is due to the
existence of GALR1/5HT1A heteromers (Borroto-Escuela et al., 2010) being the
mechanisms of signaling of these heteromers a trans-inhibition phenomenon to block
the excessive activation of Gi/o (Borroto-Escuela et al., 2010).
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In the present work the effect of GAL(1-15) on 5HT1AR at both sites, pre- and
postsynaptic place could involved by the formation of receptors mosaics
GALR1/GALR2/5HT1AR (Fuxe et al., 2008, 2012; Borroto-Escuela et al., 2010). GAL(1-
15) acts through GALR1/GALR2 heteroreceptor complexes which preferentially bind
GAL(1-15) (Fuxe et al., 2008, 2012; Millén et al., 2014, Borroto-Escuela et al., 2014).
These heteromers were observed in the nerve cells of the dorsal hippocampus and
dorsal raphe (Millon et al., 2014) and the mechanism of the heteromers could involved
an allosteric receptor-receptor interaction that inhibits the Gg/G11-mediated signaling
of the GALR2 protomer and switches it towards Gi/o-mediated signaling (Millén et al.,
2014, Borroto-Escuela et al., 2014). The results of the PLA in this work confirm the
possible formation of receptors mosaics GALR1/GALR2/5HT1AR since positive PLA
were obtained for the GALR1/5HT1AR and GALR2/5HT1AR receptors in the DR and in
the hippocampus. Moreover the studies on RN33B cells, where GALR1, GALR2 and
S5HT1A receptors exist (Millén et al., 2014), showed PLA-positive clusters for
GALR1/5HT1AR and GALR2/5HT1AR. Furthermore, in these raphe cells GAL(1-15)
reduced the 5HT1AR inmmunoreactivity opening the possibility of an action of
GALR1/GALR2/5HT1A mosaics on 5HT1A signal.

The existence of receptor mosaics of galanin fragment preferring receptors and
5-HT1A receptors has been proposed previously (Fuxe et al., 2008, 2012). These
mosaics could work an integrative nodes in 5-HT neurotransmission and as major
targets for the antidepressant effects at the pre and postjunctional level of serotonin
transmission (Fuxe et al., 2008, 2012,). In fact, the presence of GALR2 facilitates the
interactions of the GALR1-5HT1A heteromer (Borroto-Escuela et al., 2010).

In conclusion, our results indicate that GAL(1-15) enhances the antidepressant
effects induced by the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT acting on 5-HT1AR located at
postsynaptic of presynaptic sites. These results may give the basis for the development
of novel therapeutic drugs specifically targeting GALR1/GALR2 and 5HT1AR for
treatment of depression.
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CONCLUSIONS

Intracerebroventricular administration of GAL(1-15) induces a pro-depressive
and anxiogenic-like effects in the Forced Swimming test, Open field test and
Passive Avoidance task. Moreover, these effects are more powerful than the
ones induced by GAL.

The pro-depressive and anxiogenic-like effects produced by the administration
of GAL(1-15) are blocked by the Galanin Type 2 receptor antagonist, M871.
Moreover, the reduction of expression of GALR2 (Knockdown GALR2) prevents
the effects of GAL(1-15) in depression and anxiety behavioural tests.

The GALR1 and the GALR2 colocalize in the dorsal Hippocampus and dorsal
Raphe nucleus, at a distance that is compatible with the formation of
heterodimer complexes. The GALR1/GALR2 heterodimers complexes are in a
higher number in the dorsal Raphe nucleus than in the dorsal Hippocampus.
Moreover, in both brain regions the complexes GALR1/GALR2 are reduced in
the Knockdown GALR2 animal tissue.

In HEK cells coexpressing GALR1 and GALR2 the stimulation with GAL(1-15)
induces a higher increase in the internalization of GALR1 than GAL. Moreover,
the stimulation with GAL(1-15) produces a reduction in the lysosomes
formation and an increased of the number of early endosomes compared with
GAL stimulation.

In the Raphe RN33B cells line, the Galanin receptors GALR1 and GALR2 are at a
distance between 10 and 20 nm. The stimulation with GAL(1-15) induces a
more powerful reduction in the synthesis and storage of 5HT as well as in the
C-Fos expression than GAL.
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VIII.

XI.

Summary

The GAL(1-15) enhances the antidepressant effect induced by threshold and
effective doses of 5SHT1A agonist in the forced swimming test. Moreover, this
potentiation is higher than ones induced by GAL. The action of GAL(1-15) on
the 5HT1A agonist antidepressant effect is blocked by the Galanin Type 2
receptor antagonist, M871.

The GAL(1-15) modulates the characteristics and the expression of 5HT1A
receptor in the dorsal Hippocampus and the dorsal Raphe nucleus.

The receptors GALR1 and 5HT1A and the receptors GALR2 and 5HT1A are at a
distance that allows the formation of receptor mosaics in the dorsal
Hippocampus and the dorsal Raphe nucleus.

In the RN33B cells, the receptors GALR1 and 5HT1A and the receptors GALR2
and 5HT1A are in close proximity. The stimulation with GAL(1-15) induces a
stronger reduction in the 5SHT1A receptor than GAL.

Our results give strong support to the view that GAL(1-15) acts at GALR1 and
GALR2 heteroreceptor complexes in the raphe-limbic system to exert its strong
depression-like and anxio- genic effects. These results may give the basis for
the development of novel therapeutic drugs specifically targeting the GALR1
and GALR2 heteroreceptor complexes for treatment of depression and anxiety.

Our results indicate that GAL(1-15) enhances the antidepressant effects
induced by the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT acting on 5-HT1AR located at
postsynaptic of presynaptic sites. These results may give the basis for the
development of novel therapeutic drugs specifically targeting receptor mosaics
GALR1/GALR2/5HT1AR for treatment of depression
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