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Introduccion

1- El Trastorno Depresivo Mayor

Los desordenes depresivos se engloban dentro de un conjunto de enfermedades
denominadas trastornos del estado de animo. Los criterios diagnosticos mas
empleados en la practica clinica para detectar dichos trastornos se encuentran
recogidos hasta la fecha en la quinta edicién del Manual Diagnostico y Estadistico de
trastornos mentales (DSM-V) de la Asociacion Estadounidense de Psiquiatria y en la
décima edicion de la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y
Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10) desarrollado por la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) (DSM-V, 2013; CIE-10, 1992).

El trastorno depresivo mayor (TDM) es un término descrito en el DSM-V que
representa la condicion clasica de la depresion dentro del grupo de desordenes
depresivos. Se caracteriza por al menos un episodio de dos semanas de duracion
como minimo donde se identifican 5 o mas de los siguientes sintomas: Estado de
animo depresivo, marcada perdida de interés o placer en las actividades diarias
(anhedonia), considerable pérdida o ganancia de peso y/o apetito, insomnio o
hipersomnia, fatiga o perdida de energia y de la actividad locomotora, sentimientos
de inutilidad y culpa recurrentes, incapacidad de pensar e indecision, pensamientos
recurrentes sobre la muerte e ideacion suicida con o sin plan de actuacion. Estos
episodios se catalogan en funcion de la cantidad e intensidad de los sintomas como

leves, moderados o severos (DSM-V, 2013).

Ademas del diagnostico y evaluacion de la intensidad y duracion de los episodios
depresivos, en el DSM-V también se definen una serie de especificadores que
completan el diagnodstico del TDM. Es interesante destacar el especificador de la
angustia ansiosa que se diagnostica por la presencia de los siguientes sintomas:
sentirse nervioso, inusualmente inquieto, tener dificultad para concentrarse debido a
la preocupacion, temor de que algo horrible pueda suceder, temor a perder el control

de si mismo (DSM-V, 2013).

La angustia ansiosa en el TDM se ha asociado con un mayor riesgo de suicidio, una

mayor duracion de la enfermedad y una mayor probabilidad de falta de respuesta al
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tratamiento. Como resultado, es clinicamente 1til especificar con precision la
presencia y los niveles de gravedad de la angustia ansiosa para la planificacion y el

seguimiento de la respuesta al tratamiento (DSM-V, 2013).

De forma similar, en el CIE-10 la terminologia distingue entre episodios depresivos
unicos y episodios depresivos recurrentes. Los episodios depresivos Unicos también
se clasifican como leves, moderados y severos con una duracion minima de dos
semanas de duracion en los sintomas para el diagnostico. La distincion en el grado de
los episodios unicos recae en el juicio clinico e implica una combinacion del nimero,
tipo y severidad de los sintomas de los que el estado de &nimo depresivo, incremento
de fatiga y pérdida de interés o placer son necesarios. En el caso de los episodios
graves tienen que estar presentes ademads los sintomas de pensamientos recurrentes
negativos, alucinaciones y afectacion locomotora. Independientemente de la
intensidad de los episodios, la repeticion o persistencia de los sintomas es la

condicion para el diagnostico de episodios depresivos recurrentes (CIE-10, 1992).

En la literatura empleada para la elaboracion de la presente tesis el término mas
empleado para referirse al concepto clasico de depresion es el de TDM, que
usaremos de ahora en adelante por motivos expositivos y de claridad. No obstante, y
debido a la complejidad inherente a los trastornos del estado de animo, hay que
senalar que la clasificacion de dichos trastornos se encuentra en constante revision
debido a los avances en el conocimiento derivados de los estudios clinicos e

investigaciones en neurociencia (Kupfer, 2014).

Segun los ultimos informes de la OMS, El TDM afecta al 4,4% de la poblacion
mundial con mas de 300 millones de personas afectadas. Ademas entre 2005 y 20015
se registrd un incremento de la prevalencia del 18%, observandose cerca del doble de
casos en mujeres que en hombres. Los porcentajes de incidencia en Europa son algo
mayores que la media mundial, en Espafia hay cerca de 2,5 millones de personas
diagnosticada un 5,2% de la poblacion (WHO, 2017). Se estima ademas que la mitad
de los suicidios a nivel mundial ocurren durante un periodo depresivo. En la

actualidad, el TDM es la segunda enfermedad cronica a nivel mundial medida como
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afios de discapacidad y estd asociado con un incremento en el riesgo de
enfermedades cardiacas y diabetes mellitus (Collaborators et al., 2015; Whooley and
wong, 2013). Algunas previsiones indican que para 2030 se convertira en la principal
causa de incapacidad del mundo, adelantando a las infecciones respiratorias bajas y
enfermedades diarreicas (Mathers et al., 2008). Actualmente el TDM supone un
coste medio por paciente de entre 2500 a 3400 euros en Espafia, incluyendo gastos
sanitarios y no sanitarios (Sicras-Mainar et al., 2013). A nivel europeo se estima que

el gasto alcanza en torno a los 113 mil millones de euros al afio (Smith, 2011).

La observacion de patologias cerebrales relacionadas conlleva una dificultad mayor
que en otros oOrganos. Muchas técnicas disponibles para detectar alteraciones
cerebrales en humanos dependen de estudios post-morten o técnicas de neuroimagen
basadas en detectar marcadores indirectos para medir la actividad neuronal (Krishnan
and Nestler, 2008). Sin embargo, gran parte del conocimiento obtenido en las ultimas
décadas proviene de investigaciones realizadas en el terreno de la neurociencia con
modelos animales que se han utilizado para explorar la patologia subyacente y los
mecanismos moleculares de trastornos del estado de 4animo como el TDM

(McGonigle, 2014).

El uso de modelos animales, no obstante, presenta numerosas limitaciones
considerando la complejidad del TDM vy su conjunto de sintomas. El criterio clave
para evaluar la utilidad de un modelo animal es su validez, tanto a nivel de
sintomatologia como de patofisiologia subyacente, asi como su capacidad predictiva
en el uso de agentes terapéuticos efectivos (McGonigle, 2014). Una dificultad muy
evidente consiste en la traslacion de la sintomatologia del TDM entre humanos y
animales, como por ejemplo los sentimientos de culpa o la ideacion suicida, aunque
existen comportamientos animales que se pueden asociar con estados depresivos

(Deussing, 2006).

No obstante, se han desarrollado varios paradigmas conductuales para poder evaluar
fenotipos de depresion en roedores y ensayar la efectividad de los tratamientos

antidepresivos. Por ejemplo, en el test de natacion forzada (FST) (Porsolt et al.,
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1977), que mas tarde detallaremos, los animales se colocan en un cilindro con agua y
se ven obligados a nadar hasta adoptar una postura flotante e inmovil, este
comportamiento se considera un indice de desesperanza conductual relacionado con
un estado depresivo. Con este test, ademas, podemos distinguir el mecanismo de
accion de los antidepresivos probados en roedores analizando los comportamientos
activos de natacion y escalada. Asi, los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (ISRS), de los que mas tarde hablaremos, incrementan la natacion y
disminuyen la inmovilidad, mientras que inhibidores selectivos de la recaptacion de
noradrenalina y dopamina disminuyen la inmovilidad y aumentan la escalada

(Estrada-Camarena et al., 2003).

2- Etiologia del TDM

El TDM es uno de los trastornos mentales mas comunes y debilitantes y sin embargo
su etiologia no estd clara. Entre los causantes de su apariciéon surgen miultiples
factores como posibles desencadenantes de la enfermedad. Factores sociales,
psicologicos, genéticos y factores bioldgicos durante el desarrollo y en posteriores
etapas de la vida pueden afectar en mayor o menor medida a la aparicion de algun

episodio de TDM (Hoffmann et al., 2017).

Estimaciones basadas en estudios con familias y entre gemelos indican que el TDM
presenta una heredabilidad del 35%, con una prevalencia mayor en mujeres (40%)
que en hombres (30%). Estos estudios no muestran evidencias de que la agregacion
familiar tenga una repercusion significativa en los resultados. Sin embargo, los
estudios de asociacion gendmica a gran escala basados en polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) no han dado buenos resultados a la hora de encontrar genes con
una correlacion clara con la enfermedad. Esta aparente contradiccion se puede
solventar con dos posibles explicaciones: una es que el TDM es en realidad
diferentes enfermedades que se manifiestan con sintomas similares. Y la otra es que
diferentes factores desencadenan el TDM de diferentes maneras, de acuerdo a la

susceptibilidad genética del individuo (Flint and Kendler, 2014).
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Los factores ambientales también tienen un peso muy importante en la aparicion del
TDM. Abusos sexuales, fisicos o emocionales en la infancia constituyen un gran
factor de riesgo a la hora de desarrollar un TDM (Li et al., 2015). En estudios con
animales se ha visto que la deprivaciéon maternal origina a largo plazo alteraciones
del eje hipotadlamo-hipofisario-adrenal (HHA) que estdn a su vez relacionadas con
sintomas caracteristicos del TDM como la degeneracion hipocampal y déficits en el

aprendizaje y la memoria (Meaney, 2001).

También hay que considerar la gran comorbilidad existente entre el abuso de
sustancias de abuso como el alcohol y el TDM. En personas con TDM, Ila
prevalencia durante toda la vida del abuso de alcohol alcanza el 40% (Lai et al.,
2015), aunque no esta claro si esta comorbilidad se debe a una relacion causal entre
TDM vy el abuso de sustancias o viceversa. Algunos estudios que indican que la
repeticion en el uso de drogas de abuso pueden alterar la expresion de genes que a
largo plazo incrementan el riesgo de padecer un TDM (Robinson and Riggs, 2016).
El TDM también presenta una elevada comorbilidad con otro tipo de trastornos del
estado de animo como los trastornos de panico, los trastornos obsesivo compulsivo,

anorexia nerviosa y bulimia nerviosa (DMS-V, 2013).

Parece claro que la compleja interaccion entre genes y entorno constituye una de las
claves en la aparicion del TDM. El desarrollo del cerebro estd guiado por la
interaccion entre las instrucciones genéticas y el entorno. Los mecanismos
epigenéticos, como la metilacion del ADN, pueden mediar en adaptaciones a largo
plazo que incrementan el riesgo de padecer un TDM (Hoffmann et al., 2017). Los
estudios epigenéticos nos dan nuevas perspectivas sobre la patogénesis del TDM que

no pueden ser explicados por una herencia clasica (Chen et al., 2017).

3- Patofisiologia del TDM
A pesar de la ingente cantidad de investigaciones realizadas en las ultimas décadas
no se ha podido dilucidar atin cuales son los mecanismos fisiopatoldgicos implicados

en el TDM. La principal hipétesis sefiala que alteraciones en los sistemas de
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transmision monoaminérgicos (serotonina, noradrenalina y dopamina) constituyen
los cambios fisiopatolégicos mas importantes relacionados con la aparicion del
TDM. Aunque un gran nimero de investigaciones han mostrado que las alteraciones
subyacentes de este trastorno afectan a numerosos sistemas. Por ejemplo, anomalias
en el funcionamiento del eje HHA, factores inflamatorios incrementados, descenso
en la neuroplasticidad y la neurogénesis, y el papel de otros neurotransmisores
(Glutamato, GABA) y neuropéptidos. Todas estas alteraciones pueden, ademads, estar

relacionadas e interactuar bidireccionalmente (Dean and Keshavan, 2017).

3.1- Alteraciones en sistemas monoaminérgicos

La hipotesis mas antigua sobre la patofisiologia de la TDM postula que el descenso
en los niveles de las monoaminas (Serotonina, Noradrenalina y Dopamina) subyace
como la principal causa de la enfermedad (Krishnan and Nestler, 2008). Esta
hipotesis estd ampliamente validada desde una perspectiva farmacologica. Los
primeros antidepresivos descubiertos en la década de los 50-60 del siglo pasado
actuaban de alguna manera u otra sobre los sistemas monoaminérgicos. Desde
entonces, las siguientes generaciones de antidepresivos desarrollados como los
inhibidores de las monooxigenasas (IMAOs), los antidepresivos triciclicos y por
ultimo los inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina o serotonina-
noradrenalina (ISRS o IRSN), desarrollados en los afnos 80, tienen mecanismos de
accion que implican actuar sobre elementos de los sistemas monoaminérgicos,
elevando los niveles de las monoaminas en las sinapsis en un primer momento

(Wong and Licinio, 2004).

Ademas de las evidencias farmacoldgicas, las alteraciones en el sistema
serotoninérgico relacionadas con las enfermedades mentales se han descrito desde
los afios 50 del siglo pasado. Estudios clinicos han mostrado como en pacientes en
remision del TDM, tras ser administrados con inhibidores irreversibles de la sintesis
de serotonina como el PCPA (Shopsin et al., 1976) o por privacion de triptofano
(Delgado et al., 1990), precursor de la serotonina, sufrian una recaida transitoria en
sus sintomas. Ademas, cerca del 90% de los antidepresivos mas efectivos del

mercado tienen como diana farmacoldgica el transportador de serotonina (5-HTT) y
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actian elevando primero los niveles de serotonina en el cerebro y modificando a
largo plazo la funcionalidad de los receptores serotoninérgicos como veremos

detalladamente mas adelante (Artigas, 2013; Dean and Keshavan, 2017).

Varios polimorfismo genéticos que afectan a algin elemento del sistema
serotoninérgico se asocian con el origen del TDM o con la resistencia a
antidepresivos. Por ejemplo, en el promotor del receptor serotoninérgico 5-HT1A y
del 5-HTT, ambos elementos clave en el mecanismo de accion de los antidepresivos.
También se han encontrado alteraciones en los niveles de ARN mensajero del

receptor 5S-HT2C en victimas de suicidio (Artigas, 2013; Dean and Keshavan, 2017).

En posteriores apartados de esta tesis describiremos mas ampliamente muchas de las
investigaciones realizadas en animales sobre las alteraciones del sistema
serotoninérgico en el TDM ya que es el sistemas de estudio objeto de la presente

tesis.

Ademas de la serotonina, pacientes con TDM también muestran alteraciones en el
sistema noradrenérgico. Por ejemplo, se han observado incrementos en los niveles de
la enzima de sintesis de la noradrenalina, la tiroxina hidroxilasa, en el Locus
Coeruleus (LC). Otras alteraciones descritas en pacientes incluyen alteraciones en los
receptores noradrenérgicos tanto en el LC como en la corteza prefrontal (Maletic et
al., 2017). Por otra parte, la hormona liberadora de corticotropina (CRH), implicada
como veremos mas adelante en las alteraciones del eje HHA, tiene un papel
fundamental a la hora de regular el sistema noradrenérgico en el Sistema Nervioso
Central (SNC). En ratas, se ha visto que la administraciéon de CRH en el LC estimula

a la enzima tiroxina hidroxilasa (Leonard, 2001).

Algunos de los sintomas del TDM como la falta de motivacion o la anhedonia
sugieren una papel de la dopamina en la patofisiologia de la enfermedad (Porcelli et
al., 2011). Las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (ATV) que
inervan al nicleo accumbens constituyen la principal via relacionada con el circuito

de recompensa. En modelos animales de depresion se ha visto como algunos
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tratamientos con antidepresivos pueden alterar la actividad de las neuronas del ATV.
Esto indica ademds una posible interconexion entre el sistema serotoninérgico y el
dopaminérgico dado que las neuronas dopaminérgicas del ATV expresan receptores

serotoninérgicos (Nestler and Carlezone, 2006).

Ademas de las alteraciones indicadas, parece claro que los sistemas
monoaminérgicos juegan un papel importante en la recuperacion del TDM. Los
mecanismos de accion de los principales antidepresivos usados en la clinica, de los
que hablaremos posteriormente, actuan sobre estos sistemas monoaminérgicos,
especialmente la serotonina, elevando los niveles de este neurotransmisor en el
espacio sinaptico. No obstante, dicha elevacion se obtiene solo horas después del
tratamiento y muchos antidepresivos necesitan de periodos de accion de semanas
para tener efectos clinicos. Por tanto, otros cambios pueden estar detras de los

efectos antidepresivos (Wong and Licinio, 2004).

Aunque se han realizado miles de investigaciones centradas en las alteraciones de los
sistemas monoaminérgicos para poder entender la patogenia del TDM, Ila
complejidad de la enfermedad requiere ampliar el foco a otros sistemas
neuroquimicos que muestran alteraciones asociadas con la enfermedad (Wong and
Licinio, 2004). Aunque como veremos, muchos de estos sistemas se encuentran

interconectados con los sistemas monoaminérgicos de algin modo.

3.2- Alteraciones en el eje HHA

Ademés de en los sistemas monoaminérgicos, se conoce desde hace tiempo que
pacientes con TDM presentan alteraciones en el eje HHA. En los anos 60 del siglo
pasado se descubrio que un elevado porcentaje de pacientes diagnosticados con
TDM mostraban una hipersecrecion de cortisol y sucesivos estudios clinicos
confirmaron que varias hormonas integrantes del eje HHA también se encontraban

en niveles alterados en esta enfermedad (Parker et al., 2003).

El eje HHA es un sistema central en la regulacion de la homeostasis y la respuesta al

estrés y participan varias hormonas y péptidos en su regulacion. El nucleo
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paraventricular del hipotadlamao sintetiza y secreta los péptidos vasopresina y la
hormona liberadora de corticotropina (CRH). Ambos estimulan a la pituitaria para
que secrete la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y a su vez, la ACTH actia sobre
la glandula adrenal productora de glucocorticoides, como el cortisol (corticosterona
en roedores). Los glucocorticoides inhiben la producciéon de CRH y ACTH cerrando

un circuito de retroalimentacion negativa (de Kloet et al., 2005).

La respuesta fisiologica al estrés implica la activacion del sistema nervioso simpatico
y el eje HHA para preparar al organismos a una respuesta adecuada, estimulando
cambios metabolicos y neuronales. La activacion de estos sistemas implica cambios
homeostaticos que son contrabalanceados para evitar posibles dafios en la respuesta
al estrés a corto plazo. No obstante, la exposiciéon a un estrés prolongado pueda
derivar en cambios comportamentales y fisiologicos adversos (Weger and Sandi,

2018).

Son numerosos los trabajos en diferentes modelos humanos y animales, incluidos los
primates, que indican como factor de riesgo para desarrollar patologias como
desordenes de ansiedad y depresivos una hiperreactividad al estrés (Weger and

Sandi, 2018).

Alteraciones del sistema HHA se han correlacionado con victimas de suicidio que
sufrieron abusos en la infancia. Por ejemplo, se ha observado un descenso de la
expresion en el receptor hipocampal de glucocorticoides NR3C1. Ademas, estas
victimas mostraron una metilacion incrementada en regiones del promotor del

receptor NR3C1 (McGowan et al., 2009).

Estudios recientes indican que el incremento de cortisol en pacientes con TDM es un
rasgo caracteristico de episodios severos que pueden acompafiarse con sintomas
psicoticos como alucinaciones. La terapia con antagonistas de glucocorticoides

muestra algtn efecto terapéutico en estos pacientes (Krishnan and Nestler, 2008).

11
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En experimentos con roedores se ha visto como la administracion cronica de
glucocorticoides pueden provocar algunos sintomas depresivos (Gourley et al.,
2008). Ademas, el exceso de corticoides puede reducir la proliferacion celular en
regiones del hipocampo, lo que podria contribuir a la reducciéon del volumen

hipocampal (Krishnan and Nestler, 2008).

Otros estudios indican la importancia de los receptores de glucocorticoides en la
regulacion del sistema HHA. En animales que tienen reducida la expresion de estos
receptores se produce un incremento de la actividad del sistema HHA en situaciones
basales y estresantes. Y por el contrario, la sobreexpresion del receptor de
glucocorticoides esta asociada con una mayor capacidad de amortiguacion al estrés

del sistema HHA (McGowan et al., 2009).

Algunos autores también sugieren un vinculo entre las alteraciones del sistema
limbico-HHA y el sistema serotoninérgico, ya que tratamientos con antidepresivos
triciclicos e ISRSs se han asociados a una reduccion en los niveles de CRH en el

liquido cefalorraquideo (McKay and Zakzanis, 2010).

3.3- Alteraciones Neuroinmunes

Otro conjunto de alteraciones detectadas mas recientemente y relacionadas con la
etiologia del TDM son las relacionadas con el eje neuroinmune. Desde finales de los
80 del siglo pasado se conoce que las terapias con interferon (INF) en pacientes de
hepatitis C podian derivar en la aparicion de TDM (Renault et al., 1987; Kovacs et
al., 2016).

El sistema inmune esta formado por un conjunto de células circulantes (linfocitos T y
B, macrofagos, neutréfilos, etc...) que se coordinan entre ellas secretando una serie
de compuestos quimicos para realizar una adecuada respuesta inmune. Estas
moléculas son las citokinas y se dividen por sus efectos en pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias (Furtado and Katzman, 2015).

12
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Los trastornos de los estados de animo tienen una fuerte correlacion con las citokinas
pro-inflamatorias. Pacientes con TDM muestran niveles elevados de prostaglandina
E2, la proteina C reactiva, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las
interleucinas 2, 6 y 1 (IL-2, IL-6, IL-1p) tanto en sangre circulante como en el
liquido cefalorraquideo (Rosenblat et al., 2014). También se ha descrito en modelos
animales de depresion perfiles incrementados de citokinas como IL-6, IL-1f y el

TNF-a (Hodes et al., 2015).

Existen varias evidencias que indican que las citokinas inflamatorias se relacionan
con el TDM por sus efectos sobre el eje HHA y sobre el sistema serotoninérgico. La
IL-1, IL-6, TNF-a y el IFN incrementan la produccion de cortisol al incrementar los
niveles de CRH y ACTH y aunque los glucocorticoides tengan efectos anti-
inflamatorios es posible que simultdneamente se induzca un descenso en los niveles
de los receptores de glucocorticoides (Postal and Appenzeller, 2014; Rosenblat et
al., 2014).

Por otra parte, tanto el IL-2 como el INF incrementan la actividad de la enzima
indolamina 2,3-dioxigenasa que cataliza la conversion de triptéfano en kinurenina,
dejando menos triptéfano disponible para la produccion de serotonina. De forma
parecida, se ha visto que el IL-6 y el TNF-a facilitan la conversion de serotonina en
acido 5-hidroxiindolacético, contribuyendo a reducir los niveles de serotonina. Por
otro lado, investigaciones realizadas en lineas celulares derivadas del ntcleo del rafe
de ratas han mostrado que el TNF-a estimula la recaptacion de serotonina (Postal

and Appenzeller, 2014; Rosenblat et al., 2014).

También en pacientes con TDM resistentes tanto a los ISRSs como a los IRNS
(inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina) se han observado
elevados niveles en plasma de IL-6 pudiendo ser esta citokina un marcador de la

resistencia a estos farmacos (Yoshimura et al., 2009).

13
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3.4- Alteraciones Neuroplasticas

El cerebro es una estructura con una gran plasticidad, capaz de crear y eliminar
sinapsis modificando la funcionalidad de circuitos neuronales relacionados con la
adaptacion y el aprendizaje (Dean and Keshavan, 2017). Algunos pacientes con
TDM muestran un volumen disminuido del hipocampo y otras regiones del cerebro
que regulan las emociones y la memoria, indicando una menor capacidad de
neurogénesis y neuroplasticidad asociada con esta enfermedad. Factores
neurotroficos como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y su receptor
TrkB parecen tener un papel en la recuperacion y/o en la etiologia del TDM

(Krishnnan and Nestler, 2008; Catrén and Rantamaki, 2010).

Estudios post-morten en humanos con TDM muestran una reducida expresion del
BDNF y el receptor TrkB en el hipocampo. Un meta-analisis realizado recientemente
confirma que, ademds de en zonas del cerebro relacionadas con las emociones, en los
pacientes con TDM se detectan niveles reducidos del BDNF circulante que se
normalizan tras el tratamiento con antidepresivos (Molendijk et al., 2014). Existen
estudios que indican que esta disminucion se debe a la incapacidad de las plaquetas
de liberar el BDNF al suero. Es interesante sefialar que las plaquetas poseen
recaptadores especificos de la serotonina mediante los cuales internalizan Ia
serotonina circulante y que los antidepresivos impiden esta recaptacion (Catrén and
Rantamaki, 2009). Algunos autores han sefialado el potencial del BDNF como un

predictor de la eficacia de los tratamientos antidepresivos (Molendijk et al., 2014).

En modelos animales las investigaciones también apuntan a que alteraciones en los
niveles de BDNF estan relacionadas con el TDM. Se ha observado que el
silenciamiento por medio de la tecnologia de ARN interferente del BDNF en
regiones especificas del hipocampo de ratas reduce la neurogénesis y produce
comportamientos depresivos (Taliaz et al., 2010). Por otro lado, la administracion de
antidepresivos como la Fluoxetina (FLX) incrementa la expresion del ARN
mensajero de BDNF tanto en el giro dentado del hipocampo como en el ATV y el

nucleo acumbens, regiones ambas integradas en el circuito de recompensa y
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relacionadas con los sintomas de anhedonia del TDM (Dean and Keshavan, 2017,

Catrén and Rantamaki, 2010).

También se ha observado como el incremento en los niveles de BDNF con el
tratamiento con antidepresivos muestra un retraso en su aparicion, al igual que los
efectos de los antidepresivos, pudiendo ser una explicacion de este retraso en el
efecto de los antidepresivos la necesidad del crecimiento de nuevas conexiones
neuronales y la reorganizacion de las redes neuronales (Catrén and Rantamaki,
2010). Por tanto, parece que el BDNF juega un papel en el mecanismo de accion de
los antidepresivos pero no esta clara su implicacion en la etiologia de la enfermedad

(Catrén and Rantamaki, 2010).

4- Farmacoterapia

A pesar de las numerosas alteraciones descritas en relacion con el TDM y como se
ha mencionado anteriormente, la mayoria de los farmacos desarrollados para esta
enfermedad tienen como principal mecanismo de accidon sobre los sistemas
monoaminérgicos, especialmente la serotonina (Wong and Licinio, 2004). Los
antidepresivos triciclicos son la clase més antigua de antidepresivos descubiertos y
debido a la gran cantidad de efectos secundarios y al conocimiento de los
mecanismos de accion subyacentes se desarrolld la segunda generacion de
antidepresivos, los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y/o
noradrenalina (ISRS, IRSN) (Khun et al., 2017). Desde su descubrimiento han
surgido muchos antidepresivos de distintas clases, siendo los del tipo ISRSs, como la
sertralina, el citalopam o el escitalopram, los que presentan mejores perfiles de
seguridad (Khun et al., 2017). A pesar del desarrollo de una gran gama de fairmacos
distintos, el antidepresivo de primera eleccion en muchos casos clinicos contintia
siendo uno de los primeros ISRS en descubrirse, la FLX (Wong et al., 1974), debido
a su alta efectividad, su alta tolerancia por los pacientes y las altas tasas de adhesion

al tratamiento (Iruela et al., 2009; Bonet de Luna et al., 2011).
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No obstante, para que este tipo de antidepresivos sean efectivos, se requiere de un
periodo como minimo de dos semanas de tratamiento, pudiendo incrementarse la
dosis en semanas sucesivas si no se consiguen los efectos deseados antes de intentar
cambiar a otro tipo de medicacion (Khun et al., 2017). Ademas de este retraso en la
aparicion de los efectos, se puede producir un agravamiento de los sintomas al inicio
del tratamiento que incrementa el riesgo de autolisis de los pacientes (Alvarez and
Vidas, 2010). Debido a las limitaciones del tratamiento con los ISRSs, numerosas
investigaciones se han centrado en descubrir otras dianas terapéuticas al margen de
los sistemas monoaminérgicos para tratar el TDM. Por ejemplo, neurotransmisores

de tipo aminoacido, neuropéptidos o factores neurotroficos (Mathew et al., 2008).

Es destacable la aparicion de moduladores de los sistemas glutamatérgicos y
GABA¢érgicos. El glutamato es el principal neurotransmisor excitador y cerca del
60% de las sinapsis son glutamatérgicas. Los cambios en los niveles de glutamato
extracelular tiene amplias implicaciones en diversas funciones biologicas como la
regulacion de los factores neurotréficos. El glutamato media sus acciones, en parte, a
través de los receptores AMPA y NMDA, muy implicados en la modulaciéon de la
plasticidad sinaptica (Mathew et al., 2008). La ketamina, un anestésico antagonista
de los receptores NMDA ha recibido especial atencion en los tltimos afios al mostrar
efectos antidepresivos muy rapidos y duraderos con dosis subanestésicas. En ratas se
ha observado que el papel de los receptores AMPA también es fundamental para los
efectos de la ketamina (Mathew et al., 2008). Las limitaciones del uso de la ketamina
como antidepresivo lo constituyen sus efectos disociativos y su potencial uso
abusivo, las investigaciones preclinicas se centran en descubrir los mecanismos de
accion subyacentes asociados con los efectos antidepresivos de la ketamina para

poder encontrar nuevas dianas terapéuticas (Zanos and Gould, 2018).

A dia de hoy todavia existen neurotransmisores y neuropéptidos que no han sido
estudiados en profundidad y que podrian constituir nuevas dianas terapéuticas para el
tratamiento del TDM, como el Neuropeptido Y, la Somatostatina o la Sustancia P. El
estudio de los heterodimeros es otra area de interés para abordar nuevas estrategias

con las que disefiar antidepresivos mas eficaces (Machado-Vieira et al., 2017). Sin
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embargo, es importante destacar que a pesar de las nuevas dianas terapéuticas,
relativamente pocos farmacos no basados en la alteracion del sistema
monoaminérgico han sido aprobados por la FDA (“American Food and Drug
Adminsitration”) hasta la fecha (Mathew et al., 2008) y en el informe de uso de
medicamentos publicado por la agencia espafiola de medicamentos y productos
sanitarios publicado en 2015 se sefiala a los antidepresivos de tipo ISRS, incluido la

Fluoxetina, como los mas consumidos.

Un factor clave a considerar en el desarrollo de nuevos farmacos lo constituye el
elevado niimero de pacientes, en torno al 30%, que no responden adecuadamente a
los tratamientos o no toleran sus efectos adversos (Travedi et al., 2006; Zhou et al.,
2015). Aunque no existe una definicion universalmente aceptada, se considera que
estos pacientes sufren depresion resistente al tratamiento (DRT). Para algunos
autores la DRT es una forma de TDM que no responde al menos a un antidepresivo y
en los casos en que los pacientes no responden a un segundo tratamiento, las
oportunidades de recuperacion se reducen considerablemente (Fava and Davidson,
1996; Shelton et al., 2010). Los abordajes farmacologicos para intentar solventar la
DRT implican varias estrategias: estrategias de optimizacion, sustitucion y

combinacion o potenciacion (Shelton et al., 2010; Zhou et al., 2015).

Dentro de las estrategias farmacologicas para abordar los casos donde el paciente no
muestra sintomas de mejora tras la toma de antidepresivos, el primer abordaje
implica un aumento o ajuste de la dosis o un incremento del tiempo de
administraciéon del farmaco con un seguimiento de la evolucion de los sintomas

(Shelton et al,. 2010).

Las estrategias de sustitucion, como su nombre indican, implican un cambio del
primer antidepresivo por otro, a ser posible dentro de la misma clase, siendo los
antidepresivos del tipo ISRS, como la FLX, los primeros recomendados para tratar el
TDM. Este abordaje tiene la ventaja de evitar la polimedicacion y la aparicion de
mas efectos secundarios. Aunque se ha visto que esta estrategia tiene también una

efectividad muy limitada (Shelton et al., 2010).
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Las terapias de combinacion, por su parte, han tenido mejores resultados y consisten
en la coadministracion de dos antidepresivos de la misma o distinta clase (Shelton et

al., 2010).

Por 1ultimo existen terapias de potenciacion en las que se coadministrar un
antidepresivo con un agente potenciador que no es un antidepresivo. Se incluyen en
este grupo, por ejemplo, agentes de potenciacion como el litio u hormonas tiroideas.
También se han probado en combinacion con ISRSs beta bloqueantes como el
Pindolol que ademds es un agonista parcial del receptor 5-HT1A serotoninérgico
(Artigas et al., 1994). La Olanzapina, un antipsicético con afinidad por el receptores
SHT2 serotoninérgico y el D2 dopaminérgico, también se ha probado en
combinacion con la FLX obteniéndose buenos resultados en pacientes con DRT

(Shelton et al., 2010; Zhou et al., 2015).

Por todo lo expuesto, descubrir un mecanismo molecular que acelere la accién
antidepresiva de los ISRSs seria importante para poder establecer estrategias
terapettica mas rapidas y eficaces que permitan reducir la dosis del tratamiento y/o

el tiempo en el que se consiguen los efectos deseados.

Desde poco después de su descubrimiento en 1983 (Tatemoto et al., 1983), son
varios los estudios, incluidos los de nuestro grupo de investigacion, que han
mostrado interacciones entre el sistema serotoninérgico y el neuropéptido Galanina
(Fuxe et al., 1988, 1998b; Razani et al., 2000; Kuteeva et al., 2008; Millon et al.,
2016). Tanto la Galanina como su fragmento N-terminal [GAL(1-15)], como se
detalla mas adelante, son péptidos con diversas funciones en el SNC, entre ellas, la
de regular el estado de 4nimo. Una de las interacciones descritas mas relevantes y
que afectan al estado de animo, se produce entre los receptores 5-HT1A de la

serotonina y GAL(1-15) (Millén et al., 2016).
Al ser la FLX un farmaco del tipo ISRS que ha mostrado eficacia en estrategias de

combinacidn y potenciacion para el tratamiento del DRT y que, como describiremos

a continuacion, gran parte de sus efectos estdn mediados por el receptor 5S-HT1A. En
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la presente tesis estudiamos la posible potenciacion de los efectos antidepresivos de
la FLX por parte de la GAL(1-15) en rata como una nueva estrategia farmacologica

de potenciacion.

5- Sistema Serotoninérgico

La serotonina en el cerebro esta implicada en multitud de funciones como la
regulacion del ciclo circadiano, apetito, agresion, actividad sensoriomotora,
comportamiento sexual, aprendizaje, percepcion, cognicién, memoria y por supuesto
la regulacion del estado de d&nimo. Durante el desarrollo, la serotonina es el primer
neurotransmisor en aparecer y modula procesos como la neurogénesis, apoptosis, la

migracion celular y la plasticidad sinaptica (Smythies, 2005).

Las neuronas serotoninérgicas se localizan en un conjunto de nucleos heterogéneos
localizados en el tronco cerebral denominados nucleos del rafe y la mayor poblacion
de estas neuronas se agrupa en un conjunto de nicleos que conforman el nicleo rafe
dorsal (RD). EI RD se localiza entre el cerebro medio y el puente, con la mayoria de
las células localizadas en la region ventral de la sustancia gris periaquiductal. En
humanos se estima que el RD contiene un cuarto de millon de neuronas de las cuales
un 70% son serotoninérgicas. La morfologia del rafe dorsal en rata fue descrita en
1964 por Dahlstrom y Fuxe (Dahlstrom and Fuxe, 1964) y se estima que esta
formado por unas 35000 neuronas de las que un tercio son serotoninérgicas

(Michelsen et al., 2008).

Las proyecciones del RD muestran una organizacion topografica, ya que las
neuronas situadas en regiones rostrales del RD inervan a regiones mas rostrales del
cerebro. Las neuronas serotoninérgicas proyectan sus axones a través de fibras
axonales ramificadas a regiones que estan funcionalmente relacionados (Michelsen
et al., 2008). Estas ramificaciones constituyen la mayor red neuroquimica del SNC
en el cerebro después del glutamato, con una arborizacién axonal que supera el

millon de terminales por mm® en el neocortex de rata (Artigas, 2013).
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Las proyecciones serotoninérgicas (figura 1) alcanzan a multiples nucleos talamicos
y subtalamicos, el caudado-putamen, nucleo acumbens, la amigdala, regiones
corticales, la corteza prefrontal y el hipocampo (Michelsen et al., 2008). Estas
proyecciones son en muchos casos reciprocas, de forma que las neuronas del RD son
a su vez reguladas por inputs glutamatérgicos procedentes de las mismas areas que
reciben los axones serotoninérgicos, ademas de por interneuronas GABAérgicas del
propio RD y mecanismos de autoinhibicion mediados por autoreceptores
serotoninérgicos que detallaremos mas adelante (Artigas, 2013; Chaudury et al.,

2015).

CTX y,
CPF
: HP Rafe Dorsal
OB /
cp Télamo )
NACT™_ Hipotdlamo
Amigdala

Figura 1: Imagen de un corte sagital de cerebro de rata donde se sefiala la localizacion del RD y las diferentes
regiones de proyeccion serotoninérgica. NAc: Nucleo acumbens; CP: Caudado-Putamen; OB: Bulbo olfatorio;

CPF: Corteza Prefrontal; CTX: regiones corticales; HP: Hipocampo.

Muchas de estas regiones inervadas por neuronas serotoninérgicas se relacionan con
la patofisiologia del TDM como se ha mencionado anteriormente y el hipocampo es

una de la regiones mas estudiadas.

El hipocampo junto con el RD, es una de las regiones objeto de estudio de la
presente tesis, por lo que a continuacion describiremos brevemente su estructura. En
la formacion hipocampal se distinguen 4 regiones principales: la corteza entorrinal
(CE), el giro dentado (GD), el hipocampo propiamente dicho que incluye las
regiones CA1l, CA2 y CA3 y por ultimo el subiculum (sub) (figura 2). El principal
tipo celular en el GD son las células granulares y en las regiones CA1, CA2 y CA3
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son las células piramidales que forman estructuras laminares claramente distinguible
en estas regiones. EI GD se divide en una capa molecular (ml), la capa granular (gcl)
y la capa polimorfica (pl). Las regiones CA1, CA2 y CA3 se dividen en el estrato
oriens (s0), la capa de células piramidales (pyl) y los estratos lucidum (sl), radiatum
(sr) y lacunosum-molecular (slm) aunque esta ultima capa es exclusiva de CA3. La

disposicion de las capas se detalla en la figura 2 (Amaral et al., 2007).

Una de las caracteristicas mas relevantes de la formacion hipocampal es que la
mayoria de sus conexiones son unidireccionales y forman un circuito sinaptico entre
las diferentes regiones. La CE proporciona la principal entrada de inputs a través de
la llamada via perforante, estableciendo sinapsis con la capa polimoérfica del GD, con
el estrato lacusonum-molecular de CA3 y también con CAl. Las células granulares
del GD establecen sinapsis a su vez con la capa polimorfica del GD y con las
neuronas del estrato lucidum de CA3 por medio de las fibras musgosas. Las neuronas
de CA3 establecen sinapsis con las células piramidales de CAl que a su vez

proyectan al subiculum y a la CE. Por ultimo el subiculum también proyecta a la CE

(figura 2) (Amaral et al., 2007).

Pero la formacion hipocampal también recibe inputs de otras regiones. Existen fibras
noradrenérgicas que terminan en la capa polimoérfica del GD y se extienden hacia el
estrato lucidum de CA3, zonas ocupadas por las fibras musgosas. También existen
proyecciones serotoninérgicas provenientes del rafe medial y dorsal que terminan en

la capa polimorfica del GD (Amaral et al., 2007).

La principal via de eferente del hipocampo también la constituye el CE, que envia
proyecciones hacia toda la corteza y ademds el hipocampo también envia
proyecciones hacia la corteza prefrontal los nticleos septales y el hipotadlamo (Amaral

etal., 2007).

21



Introduccion

fi

Figura 2: A) Seccion de hipocampo de rata. Se indican las 4 regiones principales, EC: corteza entorrinal, DG:
giro dentado; CA1l, CA2 y CA3 son las tres zonas del hipocampo propiamente dicho; Sub: Subiculum. Las
flechas indican el sentido del circuito sinaptico que se establece entre las diferentes regiones. 1: Via perforante, la
EC proyecta a las regiones del GD, CA3 y CA1; 2: Conexiones entre DG y CA3; 3: Conexiones entre CA3 y el
CALl. B) Esquema de las diferentes subcapas que se distinguen en la formacioén hipocampal. ml: capa molecular,
gcl: capa granular, pl: capa polimoérfica, so: estrato oriens, pyl: capa de células piramidales, sl: estrato lucidum,

sr: estrato radiatum, slm: estrato lacunosum-molecular (Amaral et al., 2007).

Aunque el hipocampo propiamente dicho lo constituyen las regiones CAl, CA2 y
CA3 por motivos expositivos y de claridad nos referiremos en adelante como

hipocampo a la formacién hipocampal completa.

5.1- Receptores Serotoninérgicos en el TDM

La serotonina media sus acciones fisioldgicas a través de varios subtipos de
receptores. Se conocen 7 familias de receptores serotoninérgicos SHT1-5HT7. Todos
ellos son miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs)

excepto el tipo SHT3 que es un receptor ionotropico (Artigas, 2013).

La principal familia de receptores serotoninérgicos es la de los receptores 5-HT1 de
la que existen 5 subtipos: 5S-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E y 5-HTIF. De los
cuales los subtipos 5-HT1A y 5-HT1B son con diferencia los mas estudiados. Ambos
subtipos de receptores actuan acoplados a la proteina Gi/0, inhibiendo a la adenilato
ciclasa, y ambos se localizan en posiciones tanto presinapticas como postsinapticas

(Artigas, 2013; Nautiyal and Hen, 2017).
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En su distribuciéon presindptica, tanto el receptor 5-HT1A como el 5-HT1B actuan
estableciendo un sistema de retroalimentacion negativa, de forma que su activacion
inhibe la liberacion de serotonina. Los receptores 5-HT1A presinapticos se
encuentran en el soma y las dendritas de las neuronas serotoninérgicas del RD, de
forma que al activarse causan una hiperpolarizaciéon en las neuronas mediante la
apretura de los canales rectificadores de potasio, provocando una reduccion en el
ratio de descargas de potenciales de accion (Barnes and Sharp., 1999; Artigas, 2013).
Esta disminuciéon de senales origina una reduccion general de los niveles de
serotonina extracelular en los lugares de proyeccion de las neuronas serotoninérgicas
Por su parte, los receptores 5-HT1B se encuentran en los terminales axdnicos, y al
activarse impiden la liberacion de serotonina al inhibir los canales de calcio

dependiente de voltaje (Mizutani et al., 2006; Nautiyal and Hen, 2017).

Los receptores 5-HT1A presentan una distribucion mucho mas extendida que los
receptores 5-HT1B cuando se localizan de forma postsinaptica. El 5-HTI1A se
encuentra abundantemente distribuido por el hipocampo ademds de por la corteza
cerebral y la amigdala y en menor medida en el tdlamo, hipotalamo y los ganglios
basales. El 5-HT1B sin embargo presenta una mayor en los ganglios basales

(Smythies, 2005; Artigas, 2013; Nautiyal and Hen, 2017).

El receptor 5-HTIB tiene un papel relacionado con la agresividad y el
comportamiento impulsivo, pero también en la modulacion del TDM. Pacientes con
TDM muestran una menor respuesta a los agonistas del 5-HT1B sugiriendo una
menor sensibilidad de estos receptores (Artigas, 2013; Nautiyal and Hen, 2017).
También existen evidencias de una posible interaccion directa entre el 5S-HTIB y el

5-HTT y que es la diana terapéutica de los ISRSs (Hagan et al., 2012).

Por su parte el receptor 5-HT1A (5-HTIAR) es de uno de los receptores
serotoninérgicos mas estudiados en relacion con el TDM (Nautiyal and Hen, 2017),
en gran mediada debido a que fue de los primeros subtipos de receptores
serotoninérgicos para el que se desarrolld un agonista especifico, el 8-OH-DPAT

(Gozlan et al., 1983). Esto permitié realizar su caracterizacion farmacoldgica y
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conocer su distribucion en el SNC, asi como asignarle un papel fundamental en la
regulacion del estado de &nimo y en los mecanismos de actuacion de los ISRSs
(Barnes and Sharp, 1999). Por ejemplo, en experimentos realizados con el test de
natacion forzada (FST), se observé que la administracion del agonista del 5S-HT1AR
8-OH-DPAT inducia un efecto antidepresivo mayor incluso que antidepresivos como
la FLX en ratas (De Vry et al., 2004). Este efecto se vio bloqueado con el antagonista
especifico del 5-HT1AR Way100635, confirmando el papel del 5-HT1AR en la
mediacion de los efectos antidepresivos en el FST (De Vry et al., 2004).

Ademas de las pruebas de comportamiento en animales, estudios postmorten han
mostrado alteraciones en la activacion de los 5-HT1AR en victimas suicidas con
TDM asi como una mayor densidad de los mismos (Boldrini et al., 2008),
asociandose este aumento en los niveles de autorreceptor con una pobre respuesta a
los antidepresivos. Un polimorfismo en el promotor del gen del 5-HT1AR se ha
asociado al riesgo de padecer desdrdenes afectivos y también con la resistencia a
tratamiento con ISRSs (Le Francois et al., 2008). Modelos genéticos de ratones que
carecen del factor de regulacion transcipcional Deaf-a, que se une al promotor del
gen del 5-HT1AR, muestran a la vez un incremento en la densidad y funcion de los
5-HT1AR presinapticos a la vez de un descenso en la densidad y funcion de los 5-

HT1AR postsindpticos (Celada et al., 2013; Artigas, 2013).

Otros subtipos de receptores serotoninérgicos también han sido estudiados en mayor
o menor medida y tienen su papel en el TDM. De forma muy resumida mencionamos

algunos aspectos de estos receptores.

De la familia 5-HT2 se conocen 3 subtipos de receptores: 5S-HT2A, 5-HT2B y 5-
HT2C, todos ellos se encuentran preferentemente acoplados a proteinas Gg/11,
incrementando los niveles de inositol fosfato y calcio citosélico. Su activacion

provoca la excitacion neuronal (Artigas, 2013).

El receptor 5-HT2A se encuentra ampliamente distribuido en el neocortex,

concretamente en interneuronas GABAérgicas y en neuronas glutamatérgicas de
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proyeccion (de Almeida and Mengod, 2007; Artigas, 2013). En regiones limbicas y
corticales los receptores SHT2A se coexpresan con 5-HT1AR (Amargos-Bosch et
al., 2004; Artigas, 2013). Recientemente estudios in vitro han mostrado que los
receptores 5-HT1A y 5-HT2A pueden formar heterodimeros con una relacion
alostérica antagoénica entre ambos, ya que los agonistas del 5-HT2A pueden reducir
la afinidad por los agonistas del 5-HT1AR y viceversa (Borroto-Escuela et al., 2017).
Estos datos apoyan la hipdtesis de que el bloqueo farmacolégico del receptor 5-
HT2A podria potenciar el efecto en la accion del 5S-HT1AR a través de los ISRS
(Artigas, 2013).

El receptor 5-HT2C se encuentra localizado en la corteza cerebral, el hipocampo, la
sustancia negra y el cerebelo. También se ha encontrado en los nticleos del rafe,
concretamente en interneuronas GABA¢érgicas (Serrats et al., 2005), por lo que se le
supone alguna funcion en la supresion de la actividad de las neuronas
serotoninérgicas. Se han encontrado alteraciones en el ARN mensajero del 5-HT2C
en la corteza prefrontal de victimas de suicidio (Gurevich et al., 2002). Otros
estudios muestran como combinando antagonistas del receptor 5S-HT2C con ISRSs se

incrementan los niveles de serotonina en regiones corticales e hipocampales

(Cremers et al., 2004; Artigas, 2013).

Por su parte el receptor 5-HT2B tiene una localizacién preferentemente periférica,
aunque también se ha localizado en el RD y algunos estudios muestran que agonistas

especificos tiene efectos antidepresivos (Artigas, 2013).

Respecto al resto de receptores serotoninérgicos, en los ultimos afios se han aportado
importantes evidencias de su papel en el TDM. Los receptores 5-HT4, 5-HT6 y 5-
HT?7 son receptores postsinapticos con efectos excitatorios, acoplados a proteina Gs.
Su activacion incrementa los niveles de AMPc (Pytliak et al., 2011). Los receptores
5-HT3 son de tipo ionotropicos y pueden encontrarse en distintas localizaciones del
SNC con implicaciones en el TDM. Estudios comportamentales realizados en
modelos animales muestran como tanto agonistas como antagonistas especificos del

receptor 5-HT3 tienen efectos anti y prodepresivos respectivamente. En los ultimos
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afios también se estd estudiando el papel de estos receptores en la accion de los

antidepresivos (Artigas, 2013).

5.2- FLX, 5-HTT y 5-HT1AR

La FLX es un farmaco desarrollado por la compaiiia Eli Lilly en los afios 70 y
aprobado por la FDA en 1987 para su uso clinico con el nombre de Prozac (Wong et
al., 1974; Perez-Caballero et al., 2014). Es uno de los farmacos mas utilizados de su
clase, los ISRSs, siendo el antidepresivo de primera eleccidon en muchos casos
clinicos para el tratamiento contra el TDM (Iruela et al., 2009). Ademas la FLX
también se utiliza para tratar otros trastornos como el trastorno obsesivo-compulsivo,
bulimia y trastorno de panico (Sghendo and Mifsud, 2012). Presenta una
biodisponibilida entorno al 70% y tras su ingesta es rapidamente metabolizada por el
higado en Norfluoxetina. Tanto FLX como Norfluoxetina tienen la capacidad de
bloquear al 5-HTT. En humanos, la FLX es eliminada del plasma en un plazo de 3
dias mientras que la NorFLX puede durar hasta 15 dias. (Qu et al., 2009; Sghendo
and Mifsud, 2011; Perez-Caballero et al., 2014).

CH2

N
/ N\
H CH

3

Figura 3: Estructura quimica de la FLX, (RS)-N-Metil-3-fenil-3-(4-trifluorometilfenoxi)propilamina, (Wong et
al., 1974)

Ensayos competitivos han mostrado que la FLX tiene una fuerte afinidad por el 5-
HTT y débil afinidad por otros recaptadores monoaminérgicos. Ademas, la FLX
presenta una afinidad relativamente débil por algunos subtipos de receptores
serotoninérgicos y también por receptores dopaminérgicos, adrenérgicos y el

receptor H1 de la histamina. Este perfil de afinidad es comparativamente mucho
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menor que los que presentan la anterior generacion de antidepresivos triciclicos que
poseian un mayor numero de efectos secundarios. No obstante, la FLX puede
provocar también nauseas, pérdida de apetito, disfuncion sexual, insomnio y

ansiedad (Sghendo and Mifsud, 2011; Perez-Caballero et al., 2014).

La diana farmacologica de la FLX es el 5-HTT, una proteina de membrana
perteneciente a la familia de transportadores dependientes de Na'/Cl” SLC6. El 5-
HTT es una proteina de 630 aminoacidos con 12 pasos transmembrana con los
extremos N- y C-terminales dispuestos en el lado citosélico y un gran bucle
extracelular entre los dominios transmembrana 3 y 4 (figura 4). En el caso particular
del 5-HTT también es necesaria la participacion del K™ para poder transportar la
serotonina desde el espacio extracelular hacia el interior de las neuronas. Varias
lineas experimentales sefialan que el 5-HTT necesita formar complejos oligoméricos
para su correcto funcionamiento. Mediante experimentos de mutagénesis dirigida se
han identificado numerosos dominios y residuos imprescindibles para su

funcionamiento (Chen et al., 2004; Lau et al., 2008).

(SHT uptake, Na sensitivity)
N368 S372 G376 F380

D98 (multiple
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1172 Y176
Y95 (tyramine  (5-HT. cocaine)
derivates) MacMARCKS

SLC6A4 — Serotonin Transporter SERT

Figura 4: Representacion de la estructura del 5-HTT perteneciente a la familia de transportadores SCL6
(SLC64A), conocido también por sus siglas en inglés SERT, donde se sefialan algunos de los aminoacidos

fundamentales en su interaccioén con diferentes sustancias (Chen et al., 2004).
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El 5-HTT se encuentra ampliamente distribuido tanto en tejidos periféricos como en
el SNC y ha sido implicado en una amplia variedad de funciones como la regulacion
del estado de animo, apetito, suefo, cognicion y actividad motora (Chen et al., 2004;

Hagan et al., 2012).

En cuanto a su regulacion, el 5-HTT se encuentra formando un complejo con la
proteina fosfatasa A2. Tras la activacion de la protein kinasa C, el 5-HTT se disocia
de la fosfatasa y se internaliza. Ademas el receptor 5-HT1B también tiene capacidad
de modular al 5-HTT. Se ha visto que los antagonistas del 5-HT1B provocan una
pérdida de actividad del transportador y, por el contrario, agonistas del receptor
incrementan la capacidad de recaptacion del transportador (Chen et al., 2004; Hagan

et al., 2012).

Los estudios de los efectos de los ISRSs sobre las caracteristicas de union del 5-HTT
a sus ligandos y de los niveles de su ARN mensajero en animales han mostrado
resultados contradictorios (Benmansour et al., 1999; Descarries and Riad, 2012). Hay
que considerar que la variedad de resultados obtenidos se debe al uso de diferentes
ISRSs con propiedades farmacoldgicas distintas que son administrados por vias y a

dosis diferentes (Benmansour et al., 1999; Sghendo and Mifsud, 2011).

La accién de los ISRSs sobre los 5-HTT es muy rapida, elevando en poco tiempo los
niveles de serotonina. Pero los efectos antidepresivos de la FLX tardan unas dos
semanas en producirse, evidenciandose que otros mecanismos a mas largo plazo se
tienen que producir para obtener los resultados deseados (Benmansour et al., 1999;

Lauetal., 2011).

El 5-HTT no se internaliza con la administracion aguda de FLX, pero los
tratamientos cronicos producen una reduccién en los niveles del 5-HTT en
membrana del 50% en el RD y del 70% en el hipocampo (Descarries and Riad,
2012). Estudios mas recientes empleando ARN interferente para reducir los niveles
de 5-HTT, muestran como esta reduccién provoca potentes efectos antidepresivos en

diferentes pruebas de comportamiento en ratones. En estos estudios, la reduccion del
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5-HTT produce ademds un conjunto de cambios parecidos a los del tratamiento
cronico con ISRSs, como la perdida de funcion del 5-HT1AR presinaptico y el
incremento de factores de crecimiento, del arbol dendritico y la plasticidad sinéptica

en el hipocampo (Ferrés-Coy et al., 2016).

Aunque la diana farmacologica de la FLX sea el 5-HTT, existen numerosas
evidencias que sefialan que el papel del 5-HT1AR, tanto en su distribucion
presindptica como postsinaptica, es fundamental para obtener los efectos

antidepresivos.

Varios estudios de comportamiento con roedores muestran que los efectos
antidepresivos inducidos por la FLX se bloquean cuando se coadministra la FLX con
el antagonista del 5-HT1AR Way100635, senalando el papel fundamental del 5-
HT1AR en la mediacion de los efectos comportamentales de la FLX (Detke et al.,
1997; De Vry et al., 2004; Estada-Camarena et al., 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, el 5-HT1AR juega un papel inhibitorio
impidiendo la liberacion de serotonina en su localizacion presindptica. En estudios de
microscopia electronica e inmunohistogimica realizados con tejido de rata se observa
como la administracion aguda del agonista 8-OH-DPAT o de la FLX provocan la
internalizacién del 5-HT1AR presinaptico. Sin embargo, s6lo tras la administracion
cronica de la FLX, dichos receptores dejan de internalizarse (Descarries and Riad,

2012).

En experimentos donde se reduce la expresion especifica de los 5-HT1AR
presinapticos en ratones, por medio de ARN interferentes, se observa un
comportamiento antidepresivo en la prueba del FST, asi como un incremento en los
niveles de serotonina en la corteza prefrontal inducidos por la administracion de FLX

en estos ratones (Bortolozzi et al., 2012).

En estudios funcionales en rata se observa ademas que, aunque la administracion

cronica de FLX no altera la densidad de los 5-HT1AR ni en el RD ni en el
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hipocampo, aunque si se detectan reducciones en los niveles de proteina G acoplada
a 5-HT1AR en el RD, junto con una pérdida de funcionalidad de los autorreceptores
(Castro et al., 2008). En trabajos recientes y empleando la técnica de hibridacion in
situ también se ha comprobado que la expresion del 5-HT1AR no se ve modificada

por la administracion cronica de FLX en rata (Volle et al., 2018).

Todos estos datos abundan en la idea de la perdida de funcionalidad del 5-HT1AR en
el RD como uno de los efectos del tratamiento con FLX. Por el contrario, la
funcionalidad de los 5-HT1AR en el hipocampo parece incrementarse con la
administracion cronica de FLX. Ademas estos efectos también se ven bloqueados
cuando se administra conjuntamente la FLX con el antagonista del 5-HT1AR
Way100635 (Castro et al., 2008). En estudios electrofisiologicos con distintos ISRSs
administrados cronicamente, se observa una mejora en la activacion tonica de los 5-

HT1AR postsinapticos del hipocampo (Haddjeri et al., 1998).

Es interesante sefialar que la desensibilizaciéon de los 5-HTIAR también se ha
observado en regiones hipotaldmicas tras la administracion crénica con FLX, donde
los 5-HT1AR tienen una distribucion postsinaptica. Esta desensibilizacion también
se asocia con una gradual pérdida en los niveles de proteina G. En otras regiones sin
embargo, como la corteza prefrontal, no se observan dichos cambios en los 5-

HT1AR postsinapticos (Li et al., 1996; Serres et al., 2000).

Varios estudios se han centrado en el hipocampo como region donde la FLX produce
muchos de los cambios asociados a su efecto terapéutico. En el hipocampo la
administracion cronica de FLX incrementa la neurogénesis en la region subgranular
del GD en ratas. El bloqueo de esta proliferacion es capaz de bloquear también las
respuestas comportamentales de los antidepresivos (Malberg et al., 2000; Santarelli
et al., 2003). Por otra parte, experimentos realizados en ratas ovariectomizadas
muestran como la administracion créonica de FLX es capaz de incrementar la
densidad de las sinapsis en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de las

regiones hipocampales CA1 y CA3 (Hajszan et al., 2005).
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Experimentos mds recientes con ratones que carecen de 5-HT1AR en las células
granulares adultas del GD, muestran como la administracion cronica de FLX no
induce efectos antidepresivos en el FST. De igual forma, la administracion cronica
de FLX en este modelo animal produce un descenso muy notable en la neurogénesis
respecto a los animales control asi como un descenso en los niveles de BDNF y del
Factor de crecimiento endotelial vascular, que al igual que el BDNF, se ha asociado
recientemente con los efectos terapéuticos de los antidepresivos (Samuels et al.,

2015).

Como acabamos de ver, el papel de los 5-HT1AR tanto presinapticos, como
postsinapticos es fundamental como mediador de los efectos terapéuticos de la FLX.
La administracion aguda de FLX provoca un incremento de los niveles de serotonina
extracelular en el RD, lo que activa a los autorreceptores 5-HT1A e inhibe los
disparos celulares hacia las zonas de proyeccion de las neuronas serotoninérgicas.
Solo con un tratamiento prolongado se induce la desensibilizacion de los 5S-HTIAR
presinapticos, evitando el mecanismo de retroalimentacién negativa e incrementando
los niveles de serotonina en el cerebro en las regiones de proyeccion (Bortolozzi et
al., 2012; Artigas, 2013; Nautiyal and Hen, 2017). Los 5-HT1AR postsinapticos,
especialmente en el hipocampo, también parecen fundamentales en la mediacion de
los efectos antidepresivos de la FLX ya que su funcionalidad se ve incrementada por
el tratamiento y por el contrario su ausencia inhibe las acciones antidepresivas en el

FST (Castro et al., 2008; Samuels et al., 2015).

Este papel diferencial de los 5-HT1AR segun su localizacion sea pre o postsinaptica
ha abierto la puerta al uso sustancias que bloqueen la activacion del autorreceptor 5-
HTIA como una terapia adyuvante en el uso de ISRSs. Por ejemplo, agonistas
parciales del 5-HT1AR, como el pindolol (Artigas et al., 1994) y, mas recientemente,
la vilazodona, han demostrado ser adyuvantes eficaces de los ISRS en los estudios
clinicos (Nautiyal and Hen, 2017). El desarrollo de agonistas con preferencia por los
5-HT1AR postsinapticos también podria constituir una herramienta til para el

tratamiento del TDM (Newman-Tancredi et al., 2008; Nautiyal and Hen, 2017).
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Ademas del desarrollo de farmacos con perfiles farmacoldgicos adecuados hay que
considerar la capacidad de los GPCRs de formar oligdmeros entre si y con otro tipo
de receptores. Muchos farmacos tradicionales tienen como diana los sitios de union
con el ligando enddgeno, sin embargo los GPCRs pueden ser modulados de forma
alostérica (Christopoulos and Kenakin, 2002; Nickols and Conn, 2014). Los
contactos que se producen entre GPCRs dentro de un mosaico de receptores
proporcionan la estructura por la que farmacos que no son reconocidos directamente
por un receptor pueden modular su actividad (Christopoulos and Kenakin, 2002;
Nickols and Conn, 2014). Varios estudios han mostrado como los receptores
serotoninérgicos tienen la capacidad de forman oligomeros. Por ejemplo entre los
receptores, 5S-HT1A-GALRI, 5-HT1A-5-HT2A, 5-HT1A-5-HT7 (Borroto-Escuela et
al., 2010, 2017; Renner et al., 2012) e incluso formando trimeros con receptores
galaninérgicos 5-HT1A-GALR1-GALR2 (Millén et al., 2016). La capacidad del 5-
HT1AR de formar oligémeros podria constituir un mecanismo molecular con el que

disefiar nuevas estrategias contra el TDM.

6- Galanina

La Galanina es un péptido descubierto en 1980 en el intestino del cerdo (Tatemoto et
al., 1983) que consta de 29 aminoécido, 30 en humanos, con una secuencia altamente
conservada entre especies, sobre todo en el extremo N-terminal (Wiczk et al., 1996).
La Galanina se encuentra ampliamente distribuida en el SNC, localizandose entre
otras regiones en la corteza cerebral, el hipocampo y en el tronco encefalico, donde
colocaliza con neuronas noradrenérgicas del LC y neuronas serotoninérgicas del RD

(Melander et al., 1986; Skofitsch and Jacobowitz, 1985; Jacobowitz et al., 2004).

La Galanina se asocia con varias funciones fisiologicas. Esta implicada en el control
central de la ingesta, ingesta de alcohol, control del umbral del dolor, rendimiento
cognitivo, funciones cardiovasculares, homeostasis energética, funciones
neuroendocrinas, regulaciéon de procesos inflamatorios y regulacién del estado de
animo (Mitsukawa et al., 2008; Diaz-Cabiale et al., 2010; Fang et al., 2015; Lang et
al., 2015).
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La Galanina pertenece a una familia de 4 péptidos que estan codificados por dos
genes diferentes. Del procesado de la preprogalanina se obtienen los péptidos
Galanina y GMAP a partir de un gen y mediante el splicing alternativo de otro gen se
obtienen los péptidos GALP y Alarina (Lang et al., 2007). Se conocen tres tipos de
receptores por los cuales la Galanina media su actividad biologica, GALR1, GALR2
y GALR3, todos ellos pertenecientes a la familia de GPCRs (Branchek et al., 2000).
Los receptores GALR1 y GALR2 presentan una afinidad similar por la Galanina
mientras que el receptor GALR3 tienen una afinidad un poco menor. Para el resto de
péptidos de la familia de la Galanina no hay receptores conocidos (Lang et al., 2007,

Ihnatko and Theodorsson, 2017).

Mediante técnicas inmunohistiquimicas y estudios de hibridacion in situ, se ha
determinado que los receptores de Galanina estdn ampliamente extendidos en el
SNC, en muchos casos de forma solapada (O'Donnell et al., 2003), y en regiones
implicadas en el TDM como la corteza prefrontal, el hipocampo y el RD, todas ellas
areas de proyeccion de las neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas (Jacobowitz
et al., 2004). Los receptores galaninérgicos de un determinado subtipo muestran una
elevada conservacion de su secuencia entre especies, mientras que entre los tres tipos
de receptores de una determinada especie presentan una baja similaridad de

secuencias (Lang et al., 2007).

El receptor GALRI1 se encuentra acoplado a la proteina Gi/0 y su activacion inhibe a
la adenilato ciclasa y estimula la via de sefializacion de las MAP kinasas y, al igual
que los receptores GALR3, produce la hiperpolarizacion de las células mediante la
apertura de los canales rectificadores de potasio. El receptor GALR2 se ha descrito
acoplado a varias clases de proteina G, siendo la mas comun la proteina Gg/11 que
activa la via de senalizacion intracelular mediada por fosfolipasa C que incrementa el
Ca”" intracelular y la activacion de canales de CI” dependientes de calcio. Aunque
también se ha descrito la activacion de proteinas Gi/0 a través del GALR2, por lo que
el efecto de este receptor puede ser tanto inhibitorio como excitatorio dependiendo

de a que tipo de proteina G esté acoplado (figura5) (Lang et al., 2007).
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Figura 5: Representacion esquematica de las cascadas de sefializacion intracelular activadas por los receptores

galaninérgicos (Lang et al., 2007).

La porcién N-terminal de la Galanina, concretamente los primeros 15 aminoacidos,
tiene una secuencia comun entre especies y es fundamental para el reconocimiento
del péptido por sus receptores y para sus funciones bioldgicas en el SNC. Sin
embargo, la porcion C-terminal parece no tener actividad bioldgica en el SNC (Diaz-
Cabiale et al., 1998; Hedlund et al., 1992). Muchos de los agonistas y antagonistas
especificos para un subtipo de receptor galaninérgico se han obtenido generando
compuestos quiméricos que incluyen la secuencia de los primeros aminoacidos de la
Galanina (Lang et al., 2007). Por ejemplo, en el agonista especifico de GALRI1
M617 se incluyen los 13 primeros aminoacidos de la Galanina (Lundstrom et al.,
2005) y en el antagonista especifico de GALR2 M871 los aminoacidos del 2 al 13
(Sollenberg et al., 2006).

6.1- Galanina en la regulacion de la ansiedad y el TDM

Desde poco después de su descubrimiento en 1983 se sabe que la Galanina se
sintetiza junto con la NA en neuronas del LC (Melander et al., 1986), asi como en
neuronas de regiones implicadas en la respuesta de la ansiedad como la amigdala
(Melander et al., 1988). Los efectos de la Galanina sobre la ansiedad son complejos y
en roedores varian dependiendo del nucleo cerebral donde se administra. Por
ejemplo, la Galanina administrada por via intracerebroventricular (i.c.v.) produce un

efecto ansiolitico en el test de conflicto de Vogel (Bing et al., 1993), pero cuando se
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administra directamente en la amigdala produce un efecto ansiogénico en la misma

prueba (Moller et al., 1999).

En relacion con la ansiedad, la Galanina también se coexpresa en el hipotalamo en
neuronas que secretan CRF y vasopresina, péptidos implicados en la regulacion del
eje HHA (Mazzocchi et al.,, 1992). Al administrar directamente Galanina en el
hipotalamo se produce un descenso de activacion del eje HHA en respuesta al estrés
(Hooi et al., 1990) y ademas, se ha comprobado que el estrés incrementa los niveles
de preprogalanina en el LC, amigdala e hipotdlamo (Holmes and Picciotto, 2006;
Karlsson and Holmes, 2006). En estudios electrofisiolégicos se ha visto como la
Galanina inhibe la frecuencia de disparo de las neuronas del LC, presumiblemente
mediante la activacion de los receptores GALR1 o GLAR3 y la apertura de los
canales rectificadores de potasio (GIRK) (Pieribone et al., 1995; Ma et al., 2001). Al
emplear concentraciones mas bajas, se observd que la Galanina potencia el efecto
inhibitorio de la noradrenalina mediado por los autorreceptores a2 (Ma et al., 2001).
La administracion i.c.v. de Galanina también provocaba una reduccion de los niveles

de noradrenalina en el hipocampo ventral (Yoshitake et al., 2003).

Recientemente, se ha descrito también que la GAL administrada a bajas dosis (0.3
nmol) en la region caudal y no en la rostral del RD tiene efectos ansiogénicos en la
prueba del laberinto elevado en T (Silote et al., 2013), siendo estos efectos replicados
con el agonista de GALR1 M617 a dosis mayores y no con el agonista de GALR2
AR-M186 (Morais et al., 2016). De forma similar, la administracion de GAL en la
region del hipocampo dorsal también produce un efecto ansiogénico en el laberinto
elevado en cruz, mientras que el antagonista de GALR2 M871 induce por si mismo

efectos ansioliticos en la misma prueba (Funck et al., 2018).

Parte de la complejidad observada en los efectos conductuales de la Galanina
relativos a la ansiedad posiblemente se deba al hecho de que los receptores
galaninérgicos tienen una accion tanto activadora como inhibidora (Branchek et al.,
2000; O'Donnell et al. 2003). Ademas, la interpretacion de los resultados se ve

obstaculizada por el limitado conocimiento de la farmacocinética y las
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concentraciones del péptido administrado, por lo que es importante emplear
agonistas y/o antagonistas de los diferentes subtipos de receptores (Kuteeva et al.,

2008).

En relacion con el papel de la Galanina en el TDM, las interacciones entre la
Galanina y el sistema serotoninérgico se conocen desde poco después del
descubrimiento del péptido. La Galanina también se expresa en regiones del SNC
relacionadas con el TDM, especialmente en el RD donde muchas neuronas

serotoninérgicas coexpresan Galanina (Melander et al., 1986).

Las primeras evidencias farmacologicas sobre la posible implicacion de la Galanina
en el TDM provienen de experimentos donde la administracion i.c.v. de Galanina
provocaba un descenso en los niveles de serotonina en zonas de proyeccion
serotoninérgicas como la formacion hipocampal y la corteza prefrontal (Fuxe et al.,
1988). Ademads, en preparaciones de membrana, la Galanina también reduce

selectivamente la afinidad de los 5-HT1AR (Fuxe et al., 1988b).

Los efectos de la Galanina en pruebas de comportamiento como el FST ponen de
manifiesto un papel pro-depresivo del péptido. De este modo, se ha observado que la
administracion en el ATV de Galanina produce un incremento de la inmovilidad en
dicha prueba (Weiss et al., 1998) con la administracion central de la Galanina, y en
ambos casos, la administraciéon de antagonistas bloquearon los efectos pro-

depresivos de la Galanina (Kuteeva et al., 2007).

En experimentos electrofisiologicos tras la administracion de Galanina, se observo
una inhibicion de la tasa de disparo de las neuronas del RD debido probablemente a
la apertura de canales GIRK. A dosis bajas, la Galanina igualmente potenciaba la
accion inhibitoria de la serotonina en el ntcleo dorsal del rafe, presumiblemente

mediante la interaccion con los 5-HT1AR somatodendriticos (Xu et al., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente la sefial galaninérgica estd mediada por tres

subtipos de receptores acoplados a diferentes vias de sefalizacion intracelular que
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pueden provocan una activacion o una inhibiciéon neuronal. Diferentes estudios han
senalado que los receptores GALR1 y GALR3 parecen tener un papel pro-depresivo.
En el FST el agonista de GALR1, M617, produce un incremento de la inmovilidad
similar al de la Galanina (Kuteeva et al., 2008b) y los antagonistas de GALR3

inducen comportamientos antidepresivos en la misma prueba (Swanson et al., 2005).

Por otro lado la activacion del receptor GALR2 induce efectos anti-depresivos. La
administracién i.c.v. del agonista AR-M1869 disminuye la inmovilidad de las ratas
en el FST y el antagonista especifico de GALR2 M871 provoca un incremento de la
inmovilidad (Kuteeva et al., 2008b).

Ademas de los estudios farmacoldgicos, modelos animales de depresion también
sefialan el papel de la Galanina en el TDM. En ratones modificados genéticamente
para sobreexpresar Galanina se ha visto que muestran un comportamiento depresivo
en el FST (Kuteeva et al., 2004). Y al contrario, ratas seleccionadas por su alto
comportamiento depresivo en el FST, como la linea sensible de ratas Flinder,
muestran una mayor numero de sitios de union para la Galanina en el RD y una
menor inmunoreactividad por la Galanina tanto en el RD como en el hipocampo y en

el hipotalamo (Bellido et al., 2002).

Las interacciones entre la Galanina y la serotonina se han estudiado a lo largo de las
ultimas décadas demostrando la existencia de una interaccion reciproca entre ambos

sistemas con implicaciones en la regulacion del estado de &nimo.

En estudios de autorradiografia se muestra como la administracion i.c.v. de Galanina
modifica las caracteristicas funcionales del 5-HT1AR in vivo produciendo un rapido
incremento de la Ky, descenso de afinidad, a los 10 minutos tras la infusion de
Galanina. Ademés de un incremento en el valor de Bmax a las 2h (Razani et al.,
2000). Por el contrario, la administracion del agonista 5-HT1AR 8-OH-DPAT

aumenta la afinidad de los receptores Galaninérgicos (Hedlund et al., 1991).
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La Galanina no s6lo modifica las caracteristicas funcionales del 5-HT1AR. En
estudios realizados con la técnica de hibridacion in situ, la administracion de
Galanina o agonistas de GALRI1 es capaz de reducir la expresion del ARN mensajero
del 5-HT1AR en el RD. Es interesante destacar que ademads en este mismo estudio la
administracion de FLX no modificaba la expresion del ARN mensajero del 5-

HT1AR (Kuteeva et al., 2008b).

Estudios de microdialisis también han revelado que en la interaccion de la Galanina
con el 5-HT1AR puede darse un antagonismo reciproco en el RD (Kuteeva et al.,
2008). Esta relacion antagonica se ha puesto de manifiesto en experimentos in vitro
con células HEK-293 mas recientemente. En estos experimentos se obtuvieron las
primeras evidencias de la interaccion fisica entre GALRI y 5-HT1AR y ademads se
ha visto que aunque ambos receptores se acoplan a la proteina Gi/0 existe un
fenomeno de transinhibicion alostérica por el cual no se produce un exceso de

senalizacion celular (Borroto-Escuela et al., 2010).

Esta capacidad de modulacion mutua entre Galanina y serotonina también se
manifiesta con la administracion de ISRSs. La administracion cronica de FLX es
capaz de doblar los niveles de expresion del ARN mensajero de la Galanina e
incrementar un 50% los lugares de union de los receptores GALR2 en el RD y el LC,
sin afectar a los niveles de GALRI. Esto puede producir un cambio de sefializacion
de forma que predominen los efectos de GALR2 sobre los de GALRI
incrementandose la tasa de disparo neuronal en el RD. Asi mismo, en ratas también
tratadas cronicamente con FLX, la administracion i.c.v. del antagonista M40 15
minutos antes del FST atenu¢ los efectos antidepresivos de la FLX en este test (Lu et

al., 2005).

6.2- GAL(1-15)

Recientemente se han descubierto la presencia in vivo de fragmentos derivados de la
Galanina en los intestinos de rata. Mediante cromatografia de alto rendimiento y
espectrometria de masa se han encontrado los fragmentos peptidicos de la Galanina

1-13, 1-16, 1-20 y 6-20. Posteriores experimentos de autorradiografia en cortes de
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tejido cerebral han mostrado la capacidad de desplazamiento que estos fragmentos

tienen sobre la Galanina, excepto en el caso del fragmento 6-20 (Ihnatko and

Theodorsson, 2017).

Pero sin duda uno de los fragmentos de Galanina mas estudiado y que presenta
actividad biologica es el fragmento N-terminal de la Galanina [GAL(1-15)], que
constituye la secuencia comin de aminoacidos entre las moléculas de Galanina de
diferentes especies (Wiczk et al., 1995). Aunque el fragmento GAL(1-15) (figura 6)
presenta menos afinidad por los tres receptores de Galanina que la molécula
completa, experimentos realizados con el fragmento marcado con I'**, han revelado
la presencia de sitios de unién con mucha mayor afinidad por el fragmento que por la
Galanina. Estas regiones incluyen el neocortex, hipocampo dorsal, neoestriado,
hipotalamo y regiones del tronco encefilico como la parte dorsal del ntcleo del

tracto solitario (NTS) (Hedlund et al., 1992).

Figura 6: Representacion esquematica en barras y esferas del fragmento GAL(1-15) generado mediante el

software DiscoveryStudio a partir del archivo pdb:1SMZ.

En experimentos realizados en nuestro grupo de investigaciéon, hemos demostrado
como el fragmento GAL(1-15) tiene un papel funcional diferente al de la molécula
completa, tanto en la regulacion del control cardiovascular (Diaz-Cabiale et al.,

2005b, 2010) como en la regulacion del estado de &nimo (Milldn et al., 2015).
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En la regulacion e integracion de la respuesta cardiovascular participan varios
neurotransmisores y péptidos. En nuestros estudios hemos mostrado como Ia
administracion intracisternal de Galanina o GAL(1-15) provoca efectos distintos. La
Galanina induce un aumento rapido y transitorio de la presion arterial seguido de un
descenso prolongado de la misma, asi como un aumento del ritmo cardiaco. Por el
contrario, la GAL(1-15) produce un efecto vasopresor mantenido en el tiempo y
también un aumento de la frecuencia cardiaca (Narvaez et al., 1994). Siendo los
efectos de GAL(1-15) y no los de la Galanina bloqueados por el antagonista M40
(Narvaez et al., 2000). El analisis por inmunohistoquimica de la proteina c-Fos
indica también que la administracion de GAL(1-15) o Galanina inducen una
expresion de c-Fos diferente tanto espacial como temporalmente en el NTS (Marcos

etal., 2001).

Estudios posteriores profundizando en el mecanismo de acciéon de ambas moléculas
en la integracion de la respuesta cardiovascular en el NTS han mostrado que la
Galanina ejerce efectos antagonicos sobre los receptores a2 adrenérgicos (Diaz-
Cabiale et al., 2000) mientras que la GAL(1-15) parece tener un efecto facilitador de
las acciones de Angiotensina II (Diaz-Cabiale et al., 2005a). Las diferencias
funcionales entre GAL(1-15) y Galanina también se han observado en la interaccion
con diferentes subtipos de receptores del Neuropeptido Y (NPY) en el NTS,
observandose que el fragmento y no el péptido completo es capaz de inducir efectos
vasopresores mediante una interaccion con el receptor Y2 del NPY (Diaz-Cabiale et
al., 2010). Todos estos datos confirman un papel funcional del fragmento GAL(1-15)
diferente tanto en efectos como en mecanismos al de la molécula de Galanina

completa.

6.3- GAL(1-15) en la regulacion de la ansiedad y el TDM

Las diferencias funcionales entre la Galanina y el fragmento GAL(1-15) también se
han observado en la regulaciéon del estado de 4nimo. En nuestro grupo de
investigacion hemos analizado las diferencias conductuales inducidas por la

administracion de Galanina y el fragmento GAL(1-15) en dos pruebas de
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comportamiento relacionadas con la ansiedad y la depresion, el test del campo

abierto (OF) y el FST.

En estos trabajos probamos varias dosis de GAL(1-15) y mostramos como la dosis
de 3 nmol tiene un efecto ansiogénico en la prueba del OF, mientras que la Galanina
no produce ningln efecto en esta prueba (Millén et al., 2015). Por otro lado, en el
FST, la misma dosis de GAL(1-15), administrada por via i.c.v., también induce
efectos pro-depresivos con un incremento en el tiempo de inmovilidad mayor que el
que produce una dosis equimolar de Galanina (Millon et al., 2015). Estos efectos se
vieron bloqueados por el uso del antagonista especifico de GALR2 M871 sugiriendo
un papel fundamental del receptor GALR2 en el mecanismo de accion de GAL(1-

15).

En estos trabajos desarrollamos también un modelo de rata knockdown, usando la
tecnologia de ARN interferente para reducir la expresion de GALR2 en el SNC. En
este modelo de rata knockdown para GALR2 también se bloqued el efecto de
GAL(1-15) en las pruebas del OF y el FST, replicando los resultados obtenidos con
el antagonista M871 y corroborando el papel de GALR2 en el mecanismo de accion
de GAL(1-15). Ademas de GALR2, en nuestros trabajos se muestra que GALRI1
también tiene un papel fundamental para la mediacion de los efectos de GAL(1-15)

tanto en el OF como en el FST (Millon et al., 2015).

En cuanto al mecanismo de accion de GAL(1-15), empleando la técnica del PLA
(Ensayo de ligamiento por proximidad) en secciones de tejidos cerebral del rafe
dorsal y del hipocampo dorsal observamos como los receptores GALR1 y GALR2 se
encuentran a una proximidad suficiente para poder formar heterodimeros (Millon et
al., 2015). Ademas, en cultivos celulares con la linea celular del rafe RN33B la
administracion tanto de Galanina como de GAL(1-15) reducen la inmunoreactividad
por la serotonina, siendo esta reduccion mayor con la GAL(1-15) (Millon et al.,
2015). Estudios realizados en la linea celular HEK293T también han mostrado que
GAL(1-15) induce efectos inhibitorios mas potentes que la Galanina en los

mecanismos de transduccion de sefial y que en la formacion del heterodimero
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GALRI-GALR?2 prevalece la senalizacion de GALR1 sobre la de GALR2 (Millon et
al., 2015; Borroto-Escuela et al., 2014).

Todos estos resultados confirman el papel funcional diferencial de GAL(1-15)
respecto de la Galanina, mostrando que el fragmento GAL(1-15) tiene un efecto
ansiogénico y pro-depresivo mayor que la Galanina. Por otra parte, también se ha
confirmado que los mecanismos moleculares que median en estos efectos son
diferentes, implicando la formaciéon del heterodimero GALRI-GALR2 en Ia
mediacion de los efectos de GAL(1-15) (Millon et al., 2015).

Recientemente en nuestro grupo de investigacion también hemos demostrado
interacciones entre la GAL(1-15) y el S5-HT1AR. En experimentos de
comportamiento con ratas empleando el FST se observa como el fragmento GAL(1-
15), administrado en dosis subumbrales (Inmol), produce una potenciacion del
efecto antidepresivo del agonista del 5-HTIAR 8-OH-DPAT, siendo esta
potenciacion mayor que la que produce la coadministracion de 8-OH-DPAT y una

dosis subumbral de Galanina (Millon et al., 2016).

Ademas, el fragmento GAL(1-15) a una dosis de 3nmol administrado por via i.c.v. se
ha visto que es capaz de modificar las caracteristicas funcionales del 5-HT1AR en
las regiones CA1 y GD del hipocampo, reduciendo la afinidad (incremento de Kq) y
aumentando la densidad de los 5-HT1AR (Bmax) a los 10 minutos después de la
inyeccion, siendo estos efectos bloqueados por el antagonista de GALR2 MS871.
Estas modificaciones inducidas por GAL(1-15) se han mantenido hasta 2h después
de la inyeccion y en el GD un incremento significativo de la Bmax se mantiene hasta
5h después. En el RD, sin embargo, la GAL(1-15) no modifica la afinidad del 5-
HT1AR pero si produce un descenso en el valor de Bmax solo a las dos horas tras la

administracion (Millon et al., 2016).

GAL(1-15) también modifica los niveles de expresion del ARN mensajero de 5-

HTI1AR, incrementando los niveles en el GD y en el CA1 del hipocampo a las 2h
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después de la administracion i.c.v. de GAL(1-15) y por el contrario, en el RD

produce un descenso de su expresion (Millon et al., 2016).

Estudios con la técnica del PLA indicaron también la proximidad entre los receptores
GALRI-5-HT1AR y GALR2-5-HT1AR tanto en el hipocampo como en el RD.
Ademas, en la linea celular del rafe RN33B la incubacion con GAL(1-15) produce
un descenso en la inmunoreactividad del 5-HT1AR y de la sefial c-Fos mas intensa

que las que produce la Galanina (Millén et al., 2016).

Parece claro que tanto la Galanina como la GAL(1-15) interaccionan con el 5-
HT1AR serotoninérgico, pero en el caso de GAL(1-15) se ha visto que es capaz de
potenciar de forma notable los efectos antidepresivos del agonista del 5-HT1AR y
ademas es capaz de modificar la expresion del receptor asi como sus caracteristicas
funcionales tanto en el RD como en el hipocampo, ambas regiones clave en el TDM

y para la accion de los antidepresivos ISRSs como la FLX (Millon et al., 2016).

Dado que GAL(1-15) media sus acciones a través del heterodimero GALRI-
GALR2, con la interaccion GAL(1-15)-5-HT1AR hemos postulado la existencia de
complejos heterotriméricos GALRI-GALR-5-HT1AR en el RD y el hipocampo. Es
interesante resaltar que la expresion y funcionalidad del 5-HT1AR se ve afectada de
diferente manera por GAL(1-15) en ambas regiones. Esto puede explicarse por
diferencias en las proteinas adaptadoras o subtipos de proteina G existentes entre
ambas regiones que pueden afectar a las interacciones alostéricas de los tres
receptores y a su vez, modificar la activacion transcripcional o la funcionalidad de
los receptores segun la zona. En cualquier caso los efectos de GAL(1-15) sobre el 5-
HT1AR pueden ser la base para el desarrollo de nuevas estrategias contra el TDM

(Millén et al., 2016).

7- Modelizacion de Receptores
Como acabamos de ver, la formacion de oligdbmeros entre los receptores

galaninérgicos y serotoninérgicos tiene un papel importante en la regulacion mutua
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de las funciones biologicas de las respectivas moléculas (Borroto-Escuela et al.,
2010; Millon et al., 2016). Ademas, el fragmento GAL(1-15) actia a través de la
formacion del heterodimero GALR1-GALR2 (Fuxe et al., 2012; Borroto-Escuela et
al., 2014; Millon et al., 2015). Dado que no se conoce la estructura completa de los
receptores galaninérgicos implicados en la formacion de estos complejos de
receptores, la determinacion estructural de los mismos por métodos computacionales
puede ser de gran relevancia para la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos
(Pierce et al., 2002; Overington et al., 2006; Constanzi and Wang, 2014), asi como
para profundizar en los mecanismos moleculares que estén implicados en la

formacion del heterodimero GALR1-GALR2.

La caracterizacion estructural de los GPCRs, como los receptores galaninérgicos, ha
sido un problema durante muchos afos, aunque en la tltima década, y gracias a los
avances en las técnicas de resolucion de las estructuras tridimensionales como la
difraccion de los rayos-X o la resonancia magnética nuclear, la determinacion
estructural de proteinas miembros de la superfamilia de GPCRs se ha incrementado
de forma exponencial (Constanzi and Wang, 2014). No obstante, la complejidad a la
hora de poder determinar la estructura de GPCRs ha hecho que en el terreno de la
modelizacion de proteinas por métodos computacionales se hayan realizado grandes
esfuerzos para generar protocolos y algoritmos que ayuden a generar estructuras

tridimensional de proteinas a partir de estructuras ya conocidas.

Hoy en dia, la estructura de una proteina desconocida se puede generar a partir de
proteinas con estructuras homologas conocidas que sirven como plantillas. Esto se
debe a que en proteinas homologas, la estructura esta mas conservada que la
secuencia. Asi, en general, las proteinas homodlogas con una identidad de secuencia
superior al 35% tienen una estructura tridimensional similar. En el caso de los
GPCRs, debido a su estructura comun, con identidades de secuencias del 20% o

menos, existe una fuerte conservacion estructural (Gonzalez et al., 2014).

La superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) son proteinas

integrales de membrana constituidas por una sola cadena de aminoécidos que
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comparten una estructura comun, con 7 dominios transmembrana (TM1-TM7) en
conformacion hélice a, interconectados entre si por 3 bucles intracelulares (IL) y 3
bucles extracelulares (EL). El extremo N-terminal se dispone hacia el exterior celular
y el extremo C-terminal hacia el citosol. En muchos casos el extremo C-terminal
adopta una conformacién de a-hélice, conocida como hélice 8, paralela a la
membrana plasmatica por su naturaleza hidrofoba y que parece tener un papel
fundamental en la actividad de los receptores (figura 7) (Huynh et al., 2009;
Contanzi and Wang, 2014; Sensoy et al., 2014).

EL1 EL2 EL3

+

3HN
Extracellular
milieu

Cytosol
Ccoo

IL1 IL2 IL3

Figura 7: Representacion bidimensional esquematica de la estructura comun de los GPCRs (Contanzi and Wang,

2014).

Ademas de poder determinar la estructura de un determinado GPCR por métodos
computacionales, se pueden predecir los comportamientos dinamicos de estas
proteinas en varias situaciones por medio de simulaciones dindmicas moleculares
(SDM) generadas por ordenador. Con las SDM se puede analizar el mecanismo
molecular y los aminoacidos implicados durante la formacién de un complejo
heterodimerico o en la interaccion de un ligando con su receptor (Hui et al., 2016;
Filizola et al., 2006; Simpson et al., 2010; Johnston et al., 2012; Gorinski et al.,
2012).

La hipotesis que subyace a la generacion de modelos de homologia y las SDM es que
el comportamiento dindmico de los modelos informatizados puede describirse en

términos de los principios fisicos basicos que rigen las interacciones y movimientos
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de sus constituyentes atomicos elementales (Brooks et al., 2009). La relacion entre
estructura y energia es un elemento esencial de muchos estudios computacionales
basados en modelos atdmicos detallados. Para calcular la energia potencial de un
sistema a partir del conjunto de coordenadas atomicas correspondientes a la
estructura o conformacion, se utiliza una funcion de energia potencial conocida como
campo de fuerzas o “force field” (figura 8). En esta funcion se incluyen las energias
necesarias para estirar el enlace entre dos 4&tomos, la energia necesaria para doblar el
angulo entre dos atomos enlazados, la energia de torsion para la rotacion alrededor
de un enlace, la energia electrostatica (interacciones entre atomos debidas a la
distribucion de los electrones) y la energia Van der Waals (Brooks et al., 2009). De
esta forma el campo de fuerzas parametriza las diferentes caracteristicas de cada
atomo, asi como el conjunto de fuerzas que incide sobre él y que forman parte de un
determinado sistema. Este sistema puede estar compuesto por proteinas, lipidos,
acidos nucleicos o una combinacidon de diferentes macromoléculas, por ejemplo,
GPCRs embebidos en membranas. El campo de fuerzas es la funcion que ha
permitido el desarrollo programas como CHARMM (“Chemistry at HARvard
Molecular Mechanics”) que incluye multiples herramientas entre las que se incluyen
la generacion de SMD, realizar minimizaciones moleculares o construir de modelos

de homologia. (Eswar et al., 2007).

VA >

Figura 8: Representacion esquematica de las diferentes fuerzas que pueden aparecer entre dos 4tomos dentro de
un modelo computacional de macromoléculas. Todas estas fuerzas se incluyen en la funcion de energia potencial
que determinara el movimiento de los atomos. De izquierda a derecha: fuerza para estirar enlaces covalentes, para
doblar el angulo del enlace entre dos atomos, para la rotacion de enlaces, e interacciones entre atomos no

enlazados (interacciones electrostaticas y fuerzas de Van der Walls). Adaptado de Brooks et al., 2009.

Las SDM se utilizan para evaluar las propiedades estructurales, termodindmicas y
dindmicas de los sistemas biomoleculares. Dichas simulaciones requieren la

integracion de las ecuaciones de movimiento de Newton, que determinan las
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coordenadas de cada atomo de un sistema en funcion del tiempo (Brooks et al.,

2009).

La minimizacién es un protocolo iterativo, que busca el minimo de una funcién
energética potencial determinada. Cuando se realiza un modelo de homologia o se
construye un sistema con varias macromoléculas distintas, al aplicar el campo de
fuerzas se generan tensiones conformacionales e interacciones derivadas de estas
construcciones que hacen que el sistema tenga una alta energia potencial. En el
proceso de minimizacion, se realizan varios ciclos en los que se recalculan las
posiciones atomicas de forma que se minimiza esta funcion de energia. De forma que
a lo largo del tiempo se busca llegar al minimo de energia que establece la funcion
del campo de fuerzas en cada ciclo hasta encontrar la configuraciéon mas estable

(Brooks et al., 2003).

A dia de hoy existen modelos de homologia con la estructura de los receptores
GALR1 y GALR2 desarrollados para analizar la interaccion entre distintos ligandos
con dichos receptores, pero estos modelos no incluyen los aminoacidos de los
extremos N y C-terminales (Hui et al., 2016; Jurkowski et al., 2013). Varios trabajos
computacionales sobre la interaccion entre los GPCRs apuntan al posible papel del
extremo C-terminal en dicha interaccion (Filizola et al., 2006; Simpson et al., 2010;
Gorinski et al., 2012; Johnson et al., 2012). Dado que el extremo C-terminal esta
implicado en los mecanismos de sefializacion intracelular (Sensoy et al., 2014) y que
en la formacion del heterodimero GALRI-GALR?2 se producen cambios en las vias
de senalizacion intracelular (Millon et al., 2015; Borroto-Escuela et al., 2014),
consideramos fundamental generar modelos de homologia con la secuencia integra
de los receptores GALR1 y GALR2 para poder estudiar el posible papel de los
extremos N y C-terminales en la formacion del heterodimero ademas de los dominios

T™.
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Objetivos

Como se ha descrito previamente, la GAL muestra efectos ansiogénicos o
ansioliticos en distintos test de comportamiento dependiendo del lugar de
administracion y del estado de estrés previo del animal (Bing et al. 1993; Moller et
al. 1999; Khoshbouei et al 2002; Barrera et al. 2006). En relacion con sus efectos en
la depresion, la GAL induce un efecto pro-depresivo en el test de natacion forzada en
roedores (Weiss et al., 1998; Kuteeva et al., 2008) que esta mediado por los
receptores GALR1 y GALR3 (Swanson et al 2005; Kuteeva et al 2008b), mientras
que la activacion del receptor GALR2 induce efectos antidepresivos en este mismo
test (Kuteeva et al. 2008b). Ademas, la GAL interacciona con la serotonina a nivel
de comportamiento y a nivel de receptor produciendo una inhibicion de los
receptores 5S-HT1A (Fuxe et al. 1988; Fuxe et al. 1990; Razani et al., 2000; Kuteeva
et al., 2008; Borroto-Escuela et al., 2010).

No so6lo la GAL sino también su fragmento N-terminal, GAL(1-15), desempefia un
papel relevante en numerosas funciones cerebrales con efectos diferentes a los de la
molécula completa e implicando, ademds, mecanismos de accion diferentes
(Hedlund et al., 1992; Diaz-Cabiale et al., 1998; Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-
Cabiale et al., 2010; Thnatko et al., 2017). En este sentido, en trabajos recientes de
nuestro grupo de investigacion, hemos descrito como la administracion central del
fragmento GAL(1-15) en ratas produce efectos pro-depresivos y ansiogénicos mas
potentes que los que produce la molécula completa (Millon et al., 2015). Ademas,
hemos demostrado que el mecanismo de accién por el que actia el fragmento
GAL(1-15) depende de los receptores GALR1 y GALR2 que participan en la
formacion de un complejo heterodimérico GALR1-GALR2 (Borroto-Escuela et al.,
2014; Millén et al., 2015). Sin embargo, se hace necesario profundizar en el papel
del fragmento GAL(1-15) en la ansiedad y la depresiéon y en la formacion del

heterodimero GALR1-GALR2 como mecanismo de accion del fragmento.

Recientemente también hemos visto como GAL(1-15) interacciona con el sistema
serotoninérgico, potenciando los efectos antidepresivos del agonista del receptor 5-
HT1A 8-OH-DPAT de forma mas intensa que como lo hace la GAL. El fragmento

GAL(1-15) es capaz de modificar también la afinidad y expresion del receptor 5-
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HTI1A tanto en el ntcleo dorsal del rafe como en el hipocampo, ambas regiones
implicadas en la conducta depresiva. En estos trabajos postulamos ademas que el
mecanismo de accion por el cual GAL(1-15) interacciona con el receptor 5-HT1A
implica la formacion de complejos de receptores GALRI-GALR2-5-HT1AR (Millon
et al., 2016).

El receptor 5-HT1A es de uno de los receptores serotoninérgicos mas estudiados en
el relacion con el trastorno depresivo mayor (Nautiyal and Hen, 2017) y es un
receptor fundamental en la mediacién de los efectos antidepresivos de los ISRS
como la fluoxetina, tanto en su disposicidn como autorreceptor en el niicleo dorsal
del rafe como en el hipocampo donde se localiza postsindpticamente (Estada-
camarena et al., 2006; Kobayashi et al., 2008; Castro et al., 2008; Iruela et al., 2009;
Bonet de Luna et al., 2011; Descarries et al., 2012; Samuels et al., 2015; Pytka et al.,
2015; Ferrés-Coy et al., 2016). La terapia con ISRS presenta una efectividad limitada
y en torno al 30% de pacientes presentan lo que se denomina depresion resistente al
tratamiento (Fava and Davidsson, 1996; Shelton et al., 2010; Zhou et al., 2015). Una
de las estrategias farmacologicas desarrolladas para evitar esta alta proporcion de
resistencia a los ISRS lo constituyen la terapias de aumentacion que consisten en la
administraciéon de otras sustancias o compuestos con algun ISRS, siendo la
fluoxetina uno de los fAirmacos de primera eleccion (Artigas et al., 1994; 1996; Shali
et al., 2016; Nautiyal and Hen, 2017). Por tanto, las interacciones descritas entre
GAL(1-15) y el receptor 5-HT1A podrian suponer la base para un tratamiento

combinado entre GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina.

Basandonos en estos resultados previos, en esta tesis doctoral proponemos abordar

dos Objetivos generales:

1- Profundizar en el papel del fragmento GAL(1-15) en la ansiedad y la depresion y
desarrollar modelos de homologia de los receptores GALR1 y GALR2 para poder
estudiar la dinamica de formacion de los heterodimeros GALRI-GALR2 por medios

computacionales como diana molecular del fragmento GAL(1-15).
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2- Estudiar los efectos de la interacciéon farmacologica entre GAL(1-15) y el
antidepresivo fluoxetina en pruebas de conducta relacionadas con la depresion,
analizando el papel de los receptores galaninérgicos GALR1 y GALR2 y el receptor

serotoninérgico 5-HT1A en dicha interaccion.

Para ello, esta tesis doctoral ha sido organizada en tres bloques experimentales

independientes, cada uno de ellos con sus respectivos objetivos especificos, como se

detalla a continuacion:

Papel del fragmento GAL(1-15) en ansiedad y depresion. Desarrollo de modelos
de homologia de los receptores GALR1 y GALR2.

1- Estudiar los efectos de la administracion central del fragmento GAL(1-15) en

pruebas conductuales de ansiedad y depresion.

2- Desarrollar modelos de homologia de los receptores GALR1 y GALR2
implicados en el mecanismo de accion de GAL(1-15) mediante métodos

computacionales.

Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

de los receptores GALR1 y GALR2.

1. Estudiar la interacciéon farmacoldgica entre el fragmento GAL(1-15) y el
antidepresivo fluoxetina en una prueba de comportamiento animal de depresion y
determinar si esta interaccion es exclusiva del fragmento o se da también con la

GAL.

2. Evaluar el papel de los receptores GALR2 en la interaccion farmacologica entre
el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina en una prueba de
comportamiento animal de depresion, empleando el antagonista especifico M871

y un modelo de silenciamiento génico para este receptor (siGalR2).

53



Objetivos

3. Evaluar el papel de los receptores GALRI1 en la interaccion farmacologica entre
el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina en una prueba de
comportamiento animal de depresion, empleando un modelo de silenciamiento

génico para este receptor (siGalR1).

Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

de los receptores serotoninérgicos S-HT1A.

1. Evaluar el papel de los receptores 5-HT1A en la interaccién farmacologica
entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina en un modelo animal

de depresion, empleando el antagonista especifico Way100635.

2. Estudiar el efecto de la coadministracion de GAL(1-15) y fluoxetina sobre las
caracteristicas funcionales y la expresion del ARNm del receptor serotoninérgico
5-HT1A en el nucleo del rafe dorsal y del hipocampo dorsal mediante

experimentos de autorradiografia e hibridacion in situ.
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Material y Métodos

Diseiio y grupos experimentales

En este apartado describimos, de forma simplificada, los experimentos disefiados
para la consecucion de los objetivos detallados anteriormente en la presente tesis.
Los protocolos experimentales, asi como los fundamentos de las pruebas
conductuales empleadas en los distintos experimentos se desarrollan en posteriores

apartados.

1- Papel del fragmento GAL(1-15) en ansiedad y depresion. Desarrollo de
modelos de homologia de los receptores GALR1 y GALR2.

1.1- Estudio de los efectos de la administracion central del fragmento GAL(1-
15) en pruebas conductuales de ansiedad y depresion.

Para estudiar los efectos pro-depresivos y ansiogénicos de GAL(1-15) realizamos
dos experimentos con grupos de animales independientes. Los procedimientos
experimentales seguidos para la realizacion de ambos experimentos se representan
esquematicamente en la figura 1. De forma resumida, a todos los animales se les
implantd una céanula fija en el ventriculo lateral derecho mediante cirugia
estereotaxica para poder administrar por via intracerebroventricular (i.c.v.) el
fragmento GAL(1-15) o el liquido cefalorraquideo artificial (LCRa). Tras una
semana de postoperatorio, durante dos dias los animales se habituaron a las
condiciones de la sala de comportamiento asi como a su manipulacion por parte del

investigador antes de iniciar los estudios comportamentales.

El dia en el que se desarrollaron los experimentos, los animales se habituaron durante
una hora a las condiciones ambientales de la sala experimental. Los animales se
asignaron de forma aleatoria a los grupos experimentales descritos en las tabas 1 y 2
para cada experimento. De forma individual cada animal fue inyectado via i.c.v. con

GAL(1-15) a una dosis de 3nmol o LCRa en el caso de los animales control y
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I5minutos (min) después realizaron el test de suspension de la cola o el test de

luz/oscuridad (figura 1).

Habituacion y
Manipulacion

Cirugia estereotaxica

y o
Test Suspension de la cola

1 Test Luz/Oscuridad
Inyeccion ICV "
|
L

Postoperatorio Ivdia  2°dia
7 dias

Habituacion
| Hora 15 minutos

1 1
T I

> Andlisis
de datos

Figura 1: Esquema de los procedimientos realizados en el experimento para estudiar el efecto de GAL(1-15) en

el test de suspension de la cola y del test luz/oscuridad.

En el primer experimento empleamos el test de suspension de la cola (Steru et al.,
1985), prueba ampliamente utilizada para evaluar la conducta depresiva en roedores.
Para estudiar el efecto ansiogénico de GAL(1-15), realizamos un segundo
experimento empleando el test de luz/oscuridad (Crawley and Goodwin, 1980), que

es una de la pruebas mas frecuentemente empleadas en modelos animales de

ansiedad incondicionada.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.) 8
GAL(1-15)(3nmol) GAL(1-15)(3nmol) (i.c.v.) 6

e

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.) 5
GAL(1-15)(3nmol) GAL(1-15)(3nmol) (i.c.v.) 6
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1.2- Desarrollo de modelos de homologia de GALR1 y GALR2

Para profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la formacion del
heterodimero GALRI-GALR2, necesario para la accion de GAL(1-15),
desarrollamos modelos de homologia para los receptores GALR1 y GALR2,
empleando el software DiscoveryStudio (Accelrys, San Diego, EEUU) instalado en
una estacion de trabajo Dell precision T5500. El software DiscoveryStudio incluye

todas las herramientas y programas necesarios para generar los modelos de

homologia (BLAST, MODELLER, CHARMm).

La mayoria de métodos para realizar modelos de homologia de proteinas incluyen 5
pasos secuenciales (Eswar et al., 2007) (Fiser, 2010): A- Busqueda de proteinas con
estructuras 3D conocidas relacionadas con la secuencia diana (alineamiento). B-
Seleccion de las estructuras que se utilizaran como plantillas C- Alineamiento de las
estructuras molde con la secuencia objetivo. D- Ensamblaje del modelo de

homologia. E- Evaluacion del modelo y refinamiento.

Secuencia Estructuras
Objetivo Molde
[ \ GALRI 0 GALR2 (Archivo PDB)

A. Identificar estructuras relacionadas

(alineamiento, BLAST)
A A

4

(s ™
B. Seleccionar plantillas
(mejor alineamiento secuencial) ‘
. vy

C. Alineamiento de las estructuras

: Alineamiento
moldes con la secuencia objetivo

Objetivo

(RMSD)
) Molde

i ‘

D. Ensamblaje del modelo

de homologia
Y
l 3 Modelo

o 3 ) Homologia

E. Evaluacion y refinamiento
J

Figura 2: Esquema de los procedimientos seguidos para obtener los modelos de homologia de GALRI y

GALR2. Modificado de Eswar et al., 2007.
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A) Busqueda de secuencias por alineamiento:

Primero obtuvimos la secuencia de aminoacidos de los receptores GALR1 (Q62805)
y GALR2 (008726) en formato FASTA en la base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/). A partir de estos archivos el software realizé multiples
alineamientos con las secuencias de proteinas disponibles en la base de datos

“protein data bank™ (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), donde se

almacenan todas las proteinas con estructura tridimensional conocida, incluidos los
GPCRs. Este alineamiento se realizé mediante un BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) (Altschul et al., 1990; 1997).

B) Seleccion de plantillas:

Una vez obtenido el listado de proteinas que se alinearon con la secuencia de nuestra
proteina objetivo, seleccionamos las mas adecuadas para la fase de modelizacion.
Esta seleccion se realizo considerando un indice “bit score” en el alineamiento mayor
de 60 y ademas que dicho alineamiento tenga lugar a lo largo de toda la secuencia
molde de aminoacidos para los receptores GALR1 y GALR2. “Bit score” es un

pardmetro normalizado que indica un mejor alineamiento cuanto mayor sea.

C) Alineamiento de las estructuras moldes con la secuencia objetivo:

Una vez seleccionadas las proteinas molde que empleamos para crear los modelos de
homologia, usamos la herramienta “alinear secuencias a la plantilla” del software
DiscoveryStudio. Con esta herramienta se prepararon a las proteinas molde
seleccionadas del paso anterior como plantillas para construir los modelos de
homologia a partir de la secuencia objetivo, en este caso la de GALR1 o GALR2.
Para ello empleamos el algoritmo de alineacion de estructuras de MODELER
(Esward et al., 2007), de forma que las diferentes plantillas se alinearon en funcion
de una similitud estructural, y después se alined la secuencia objetivo, GALRI1 o
GALR2, con el perfil estructural obtenido utilizando el programa Alignl23
(Thompson et al., 1994).

La alineacion estructural realizada por MODELLER implico la superimposicion de

las diferentes estructuras tridimensionales de las proteinas que se usaron como
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plantilla. MODELLER mide la similitud entre las coordenadas atomicas
superpuestas como la desviacion cuadratica media de la raiz (RMSD) (Kufareva and
Abagyan, 2012) que esencialmente es una medida de la distancia media entre los

atomos que ocupan una misma posicion.

D) Ensamblaje de los modelo de homologia:

El siguiente paso consistid en la construccion en si de los modelos de homologia de
GALRI y GALR2. Usando de nuevo MODELLER, DiscoveryStudio generd hasta
20 modelos diferentes a partir de las plantillas superimpuesta en el paso “alinear

secuencias a la plantilla” descrito anteriormente.

E) Evaluacién del modelo v refinamiento:

Una vez generado los diferentes modelos de homologia, usamos otra herramienta del
software, “Verify protein”, para calcular el pardmetro DOPE (Energia discreta
optimizada de la proteina) de cada modelo generado. Los valores mas bajos de este
pardmetro nos indicaron cudl fue el mejor modelo generado. DOPE es un paradmetro
que se basa en el estudio de perfiles energéticos que adoptan las proteinas con
estructura conocida, de forma que, bajo la premisa de que las proteinas en su estado
nativos adoptan las conformaciones de minima energia, se puede establecer una
funcion que indica cuan lejos esta una estructura modelizada de su minimo
energético (Shen and Sali, 2006), siendo el modelo con valor mas bajo de DOPE el

que indica una conformacion energéticamente mas optima.
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2- Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

de los receptores GALR1 y GALR2.

2.1- Estudiar la interaccion farmacoldgica entre GAL(1-15) y FLX en el FST y
determinar si esta interaccion es exclusiva del fragmento o se da también con la

GAL.

Para evaluar la interaccion entre GAL(1-15) y FLX a nivel de comportamiento
empleamos el test de natacion forzada (FST) (Porsolt et al., 1977) que es uno de los
test de referencia para evaluar los efectos clinicos de sustancias antidepresivas
(Bogdanova et al., 2013). Realizamos 3 experimentos diferentes. En todos ellos, a los
animales se les implantd una canula fija en el ventriculo lateral y tras una semana de
postoperatorio, los animales se habituaron a las condiciones de la sala y a la
manipulacion por parte del investigador. El esquema general de los procedimientos
seguidos para realizar estos experimentos se representa en la figura 3 y los grupos
experimentales con los tratamientos farmacoldgicos para cada experimento se

detallan en las tablas 3,4 y 5.

Habituacion y

Manipulacion
Cirugia estereotaxica
k (implantacion de canulas) J

Postoperatorio Iedia  2°dia
7 dias

Test de Natacion

Forzada
l;’rc-_Test 5 minutos ]
minutos Inyeccion ICV J |
+1 B "

v v

¢ - . 15 minutos et
/7 T T |

1
i >| de datos
-24h  -23h -5h -1h

t Inyeccion SC J

—4—

A

Figura 3: Esquema de los procedimientos realizados en los experimentos para evaluar la interaccion GAL(1-15)-

FLX en el FST.
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Primero realizamos un experimento para determinar las dosis subumbrales y efectiva
de FLX. La FLX se administr6 por via subcutdnea (s.c.) con un patrén de inyeccion
subcronico entre las fases de pre-test y test del FST, administrando a cada animal tres
inyecciones a 23, 5 y 1 hora antes del test (Detke et al., 1997; Estrada-Camarena et

al., 2003).

e R T

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)
FLX(2,5mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 6
FLX 2,5mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 8
FLX 10mg/Kg (s.c.)

En el segundo experimento, para evaluar la interaccion entre GAL(1-15) y FLX,
coadministramos una dosis subumbral de FLX(2,5mg/Kg) determinada en el
experimento anterior junto con una dosis subumbral de GAL(1-15)(1nmol),
determinada en estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Millon et al.,
2015). La FLX se administr6 siguiendo el procedimiento previamente descrito y la

GAL(1-15) se administro6 via i.c.v. 15min antes de la prueba.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)
GAL(1-15)(1nmol) GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 8
Veh. (s.c.)
FLX(2,5mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 7
FLX 2,5mg/Kg (s.c.)
FLX(2,5mg/Kg) + GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 8
GAL(1-15)(1nmol) FLX 2,5mg/Kg (s.c.)
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En el tercer experimento estudiamos si la dosis subumbral de GAL(1-15) era capaz
de modular una dosis efectiva de FLX. Ademas, analizamos si la molécula completa
de Galanina podia modular también los efectos de la FLX. Para ello, comparamos los
efectos de coadministrar GAL(1-15) con una dosis efectiva de FLX(10mg/Kg) con
los efectos de coadministrar la Galanina completa con una dosis efectiva de
FLX(10mg/Kg). La FLX se administré como en el primer experimento con un patroén
subcronico y la GAL(1-15) o Galanina se administraron 15min antes de la prueba

por via i.c.v. a una dosis de 1nmol.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)

FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 7
FLX 10mg/Kg (s.c.)

FLX(10mg/Kg)+ GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 8
GAL(1-15)(1nmol) FLX 10mg/Kg (s.c.)

FLX(10mg/Kg) + Galanina(1nmol) (i.c.v.)+ 8
Galanina(1nmol) FLX 10mg/Kg (s.c.)
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2.2- Evaluar el papel de los receptores GALR2 en la interaccion farmacologica
entre GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando el antagonista especifico M871 y
un modelo de silenciamiento génico siGalR2.

Para estudiar el papel de los receptores GALR2 en la interaccion GAL(1-15)-FLX en
el FST realizamos dos experimentos diferentes. En el primero empleamos el
antagonista especifico de GALR2 MS871 y en el segundo usamos un modelo de
silenciamiento génico generado en nuestro laboratorio de ratas knockdown GALR2

(Millén et al., 2015).

Para determinar el papel del receptor GALR2 usando el antagonista M871 en la
interaccion entre GAL(1-15)-FLX en el FST, realizamos los mismos procedimientos
que en los experimentos anteriormente descritos empleando el FST (figura 3). A
todos los animales se les implant6 una canula fija mediante cirugia estereotaxica en
el ventriculo lateral y tras una semana de postoperatorio y dos dias de habituacion y
manipulacion se les administraron los diferentes tratamientos farmacologicos
especificados en la tabla 6. La FLX(10mg/Kg) o el Veh. se adminsitraron por via s.c.
con un patréon subcrdnico, mientras que el LCRa, el GAL(1-15) y/o el M871 se

administraron por via i.c.v. 15min antes del test.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)
FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 8
FLX10mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+ GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 8
GAL(1-15)(1nmol) FLX10mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+[|GAL(1- | [GAL(1-15)(1nmol)+M871(3nmol)](i.c.v.)+ 7
15)(1nmol)+M871(3nmol)] FLX10mg/Kg (s.c.)
M871(3nmol) M871(3nmol)(i.c.v.)+ 7
Veh.(s.c.)
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Para generar el modelo siGalR2, empleamos la tecnologia del ARN interferente. Por
medio de una Unica inyecciéon i.c.v. de un reactivo comercial, Acell siRNA
(Dharmacon, Lafayette, EEUU), conseguimos reducir los niveles de ARN mensajero
y la inmunoreactividad del receptor GALR2 a los 8 dias después de la inyeccion
hasta en un 40% (Nakajima et al., 2012; Millon et al., 2015). Este reactivo esta
formado por 4 oligonucledtidos complementarios a la secuencia diana, en este caso
el ARN mensajero de GALR2, modificados quimicamente para poder incluirse
especificamente en neuronas sin ser degradados (Baskin et al., 2008; Nakajima et al.,

2012).

Para determinar el papel de GALR2 en la interaccion GAL(1-15)-FLX empleando el
modelo siGalR2, a todos los animales se les inyectd por via i.c.v. el dia de la
implantacion de la canula fija Sul de reactivo comercial Acell siRNA disefiado para
interferir con el ARN mensajero de GALR2. El tiempo de postoperatorio junto con
los dias de habituacion y manipulacion fue el previamente determinado para hacer

coincidir los dias de minima expresion del receptor GALR2 con la prueba del FST

(figura 4).

Inyeccion icv de

siRNA GALR2
\ J Habituacion y
\/ Manipulacion
Cirugia estereotaxica l I R
(implantacion de canulas) ‘ Postoperatorio P >
« J 5 dias
Test de Natacion
Forzada
Pre-Test )
5 minutos

15 minutos ‘ Inyeccion ICV

LA
\/ hd 15 minutos
- B Analisis

] { < | >
T T 72 7 T T T ! de datos
-24h  -23h -5h -1h

Inyeccion SC

Figura 4: Esquema de los procedimientos seguidos para realizar el experimento con animales siGalR2 en el test

de natacion forzada.
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En este experimento empleamos 3 grupos experimentales (tabla 7). La
FLX(10mg/Kg) o el Veh. se adminsitraron por via s.c. con un patréon de inyeccion

subcronico, mientras que el LCRa o el GAL(1-15) se administraron por via i.c.v.

15min antes del test.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
siGalR2-Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)

siGalR2-FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 6
FLX10mg/Kg (s.c.)

siGalR2-FLX(10mg/Kg) GAL(1-15)(Inmol) (i.c.v.)+ 8
+GAL(1-15)(1nmol) FLX10mg/Kg (s.c.)

2.3- Evaluar el papel de los receptores GALRI1 en la interaccion farmacologica
entre GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando un modelo de silenciamiento
génico siGalR1.

Para poder determinar el papel del receptor GALRI y dado que no se conocen
antagonistas especificos de este receptor, primero generamos el modelo de rata
siGalR1 con un procedimiento equivalente al realizado para desarrollar el modelo
siGalR2 (Millon et al., 2015). Para ello, efectuamos una serie de experimentos
disefiados para determinar la reduccion de los niveles de expresion de GALRI
empleando las técnicas de qPCR-rt e inmunohistoquimica. Los protocolos
experimentales seguidos para la consecucion de estos experimentos se detallan mas

adelante en los correspondientes apartados de esta tesis.
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Primero, determinamos el dia de maxima reduccion de los niveles de ARN
mensajero por medio de la técnica de qPCR-rt. Para ello, realizamos una curva
temporal de expresion del ARN mensajero de GALRI1 a los 4, 6 y 8 dias tras la
inyeccion i.c.v. del reactivo Acell siRNA para GALR1 (siRNA-GALRI1) (figura 5,
tabla 8) .

Inyeccion icv de
siRNA GALRI

Cirugia estercotaxica | 4 dias 6 dias 8 dias

l Extraccion y diseccion de Hipocampo dorsal
'

A 4
Purificacion de RNA ‘

L*

. Analisis de

l qPCth / datos

Figura 5: Esquema de los procedimientos seguidos para determinar el dia de minima expresion del ARN

mensajero de GALR1 por medio de la técnica de qPCR-rt.

e s s R G

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles Veh. (i.c.v.) 4
siGalR1 siRNA-GALRI (5ug) (i.c.v.) 4
Dia 2
siGalR1 siRNA-GALRI (5ug) (i.c.v.) 4
Dia 4
siGalR1 siRNA-GALRI (5ug) (i.c.v.) 4
Dia 8
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Una vez determinado el dia de minima expresion del ARN mensajero de GALRI,
determinamos el grado de reduccion del receptor GALRI mediante
inmunohistoquimica comparando animales que fueron inyectados i.c.v. con siRNA-

GALRI con animales inyectados con el Veh. (figura 6, tabla 9).

Inyeccion icv de J
_ SIRNAGALRI

Cimugia Esereptaxicay 8 dias > Perfusion intracardiaca y fijacion en

. |ﬁhmacloide canﬁi ‘ l PAF 4%
J
NV

Corte de tejidos en

\ criostato
J
N 4

Inmunohistoquimica  Analisis
GALRI1 / de datos /

Figura 6: Esquema de los procedimientos seguidos para determinar el dia de minima expresion del receptor

GALRI1 por medio de técnica inmunohistoquimica.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles Veh. (i.c.v.) 4
siGalR1 siRNA-GALRI (5ug) (i.c.v.) 4

Una vez desarrollado el modelo siGalR1 pudimos determinar el papel de GALR1 en
la interaccion GAL(1-15)-FLX en el FST. Para ello a todos los animales se les
inyect6 por via i.c.v., el dia de la implantacion de la canula fija, Sul de reactivo
comercial siRNA-GALRI1. El tiempo de postoperatorio junto con los dias de
habituacion y manipulacion fue el adecuado para hacer coincidir los dias de minima

expresion del receptor GALR1 con la prueba del FST (figura 7).
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Figura 7: Esquema de los procedimientos seguidos para realizar el experimento con animales siGalR1 en el FST.

En este experimento empleamos 4 grupos experimentales (tabla 10). La
FLX(10mg/Kg) o el Veh. se adminsitraron por via s.c. con un patréon de inyeccion
subcronico, mientras que el LCRa o el GAL(1-15) se administraron por via i.c.v.

15min antes del test.

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
siGalR1-Controles LCRa (i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)

siGalR1-FLX(10mg) LCRa (i.c.v.)+ 10
FLX 10mg/Kg (s.c.)

siGalR1-FLX(10mg) GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 7
+GAL(1-15)(1nmol) FLX 10mg/Kg (s.c.)
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3- Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

del receptor serotoninérgico S-HT1A.

Para determinar la implicacion del 5-HT1AR realizamos dos bloques experimentales.
En el primer bloque, disefiamos un experimento para estudiar el papel de este
receptor a nivel de comportamiento empleando el antagonista especifico del 5-
HT1AR Way100635. En el segundo bloque experimental, determinamos si la
coadministracion de GAL(1-15)-FLX modificaba las caracteristicas funcionales del
5-HT1AR mediante un experimento de autorradiografia, y los niveles de expresion

de su ARN mensajero mediante un experimento de hibridacion in situ.

3.1- Evaluar el papel del 5-HT1AR en la interaccion farmacoldgica entre
GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando el antagonista especifico Way100635

Para estudiar el papel del 5-HT1AR en la interaccion GAL(1-15)-FLX en el FST
empleamos el antagonista Way100635 a una dosis de 6nmol. A los animales se les
implant6 una canula fija como en los anteriores experimentos realizados en el FST y
se siguieron los mismos procedimientos (figura 3). Los tratamientos farmacoldgicos
de los grupos experimentales se especifican en la tabla 11. La FLX(10mg/Kg) se
adminsitrd por via s.c. con un patrén subcrdnico, mientras que el LCRa, el GAL(1-

15) y/o el Way100635 se administraron por via i.c.v. 15min antes del test.
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Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa(i.c.v.)+ 9
Veh. (s.c.)
Way100635(6nmol) Way100635(6nmol)(i.c.v.)+ 6
Veh. (s.c.)
FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 10
Veh. (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+ LCRa (i.c.v.)+ 10
Way100635(6nmol) FLX10mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+ GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 9
GAL(1-15)(1nmol) FLX10mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+ [GAL(1-5)(1nmol)+ 5
[GAL(1-5)(1nmol) Way100635(6nmol)] (i.c.v.)+
+Way100635(6nmol)] FLX10mg/Kg (s.c.)

3.2- Estudiar el efecto de la coadministracion de GAL(1-15) y FLX sobre las
caracteristicas funcionales y la expresion del ARNm del S-HT1AR en el RD y el
hipocampo dorsal.

Para estudiar el efecto de la coadministracion de GAL(1-15) y fluoxetina sobre las
caracteristicas funcionales y la expresion del ARN mensajero del 5-HT1A
realizamos dos experimentos independientes. Un experimento de autorradiografia
con el antagonista marcado [H’]8-OH-DPAT vy otro de hibridacion in situ. Para la
realizacion de ambos experimentos empleamos los mismos grupos de animales
tratados como se especifica en la tabla 12. Los protocolos seguidos para realizar
ambos experimentos se desarrollan mas adelante. Brevemente, a los animales se les
implantd una canula fija y tras una semana de postoperatorio se les administrd
FLX(10mg/Kg) o Veh. por via s.c., con un patrén de inyeccidon subcronico, y LCRa
o GAL(1-15)(1nmol) por via i.c.v. 30min antes del sacrificio de los animales. Una
vez sacrificados por decapitacion, los cerebros fueron congelados y procesados para
obtener cortes seriados coronales de las regiones del RD y del hipocampo. Con este
material se realizaron los experimentos independientes de autorradiografia e

hibridacion in situ (figura 8).
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Figura 8: Esquema de procedimiento seguido por los animales usados en los experimentos de Autorradiografia e

hibridacion in situ.

s s o st

Grupos Tratamiento N° animales
(n experimental)
Controles LCRa (i.c.v.)+ 6
Veh. (s.c.)
GAL(1-15)(1nmol) GAL(1-15)(1nmol) (i.c.v.)+ 6
Veh. (s.c.)
FLX(10mg/Kg) LCRa (i.c.v.)+ 6
FLX 10mg/Kg (s.c.)
FLX(10mg/Kg)+ GAL(1-15) (1nmol) (i.c.v.)+ 6
GAL(1-15)(1nmol) FLX10mg/Kg (s.c.)
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Metodologia General

4- Animales de experimentacion
Para la realizacion de los trabajos descritos en la presente tesis doctoral se emplearon
ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, suministradas por Charles River Labs.

(CRIFFA, Barcelona).

Los animales se recibieron en el centro de experimentacion animal perteneciente a
los servicios centrales de la Universidad de Malaga con un peso de 200-275 gr y una
edad de unos 50 dias aproximadamente. Tras una semana de cuarentena, controlando
su estado sanitario, los animales se estabularon en grupos de 4-6 animales en jaulas
de 55x33x20cm hasta su uso en los diferentes experimentos. La temperatura media
del estabulario fue de 23+1°C con una humedad del 60-70% y un fotoperiodo de
12/12 horas de luz/oscuridad, iniciandose el periodo de luz a las 7:00 AM hora local.
Los animales tuvieron acceso ad libitum a comida y bebida con una dieta estandar de
mantenimiento raton/rata (CRIFFA, Barcelona) y agua de la red general de

abastecimiento, excepto en las 24h posteriores a la cirugia estereotaxica.

El cuidado y mantenimiento de los animales de experimentacion asi como todos los
procedimientos empleados se realizaron siguiendo la normativa vigente, segin la
directiva de la Comunidad Europea 86/609/EEC y las recomendaciones que se
establecen en la Ley 6/2013, de 11 de junio, de modificacion de la Ley 32/2007, de 7
de noviembre y en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero del estado Espaiol. Los
procedimientos empleados en los estudios empleados en esta tesis fueron aprobados

por el comité ético de la Universidad de Malaga (n° expediente CEUMA: 2-2016-A).

5- Cirugia estereotaxica
En los experimentos donde se requiri6 la implantacion de una canula guia lateral fija,
para la posterior administracion de sustancias por via i.c.v., los animales se operaron

en las salas de cirugia en la unidad de experimentacion animal de la Universidad de

74



Material y Métodos

Malaga. El material quirGrgico necesario para el procedimiento fue esterilizado

previamente.

Los animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal del coctel anestésico
Equitesina con una dosis inicial de ataque de 3.3ml/Kg. La composicion de la
Equitesina es la siguiente: Pentobarbital Sédico 0.97% (Sigma-Aldrich, San Luis,
EEUU), Etanol Absoluto 11.5% , Hidrato de Cloral 4.25%, Propietilenglicol 42.8%,
Sulfato de Magnesio 2.1% y Agua Destilada 47.7%. Todos los reactivos excepto el
Pentobarbital fueron adquiridos en Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia. La
equitesina permite la recuperacion del estado normal fisiologico del animal
rapidamente sin interferir significativamente en el desarrollo de los estudios
comportamentales posteriores. Ademas, dado su amplio margen de seguridad, la
equitesina ha sido empleada en numerosos procedimientos experimentales (Nielsen

and Moore, 1982; Deacon and Rawlins, 1996).

Antes de iniciar el proceso quirtrgico se comprobd el plano anestésico de los
animales mediante el pinzamiento palmar y de la cola por si presentaban reflejo
podal y/o caudal, en tal caso, se les administraron nuevas dosis de anestésico de
0,6ml/Kg para conseguir el plano anestésico adecuado. Durante la cirugia se evalud
en todo momento el estado de los animales, administrandoles nuevas dosis de

refuerzo cuando era necesario.

Una vez que los animales estuvieron completamente anestesiados, se rasurd la zona
de la operaciéon con una maquina de afeitar y se fij6 la cabeza al aparato de
estereotaxia (Kopf instruments, Tujunga, EEUU) (Figura 9). Primero ajustamos los
conductos auditivos a las barras laterales del aparato para impedir movimientos
laterales. Después, colocamos los incisivos en la barra anterior impidiendo
movimientos ascendentes o descendentes de la cabeza durante la cirugia, procurando
no danar la lengua y sacandola lateralmente para evitar la asfixia del animal. A
continuacion, se ajustd la altura de la barra anterior de forma los puntos

craneométricos Bregma y Lambda quedaron alineados en un plano horizontal.
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Figura 9: Fotografias del aparto de estereotaxia y material quirirgico empleado durante la cirugia. A la derecha

detalle de las canulas guia y de inyeccion asi como de los tornillos empleados durante la cirugia.

Con la cabeza del animal inmovil en el aparato de estereotdxia, realizamos una
incision con un bisturi desde la comisura anterior de los ojos hasta la parte posterior
de la cabeza, retiramos la piel y realizamos una segunda incision en el periostio que
se retir6 también con ayuda del bisturi dejando al descubierto la calota. Tanto la piel
como el periostio se fijaron con pinzas forceps con la punta curvada para facilitar el
trabajo. Con unos hisopos limpiamos y secamos la calota y localizamos el punto
Bregma, donde se unen los huesos parietales y frontales, que usamos como punto de
referencia para implantar la canula guia en el ventriculo lateral segin las
coordenadas estercotaxicas: Antero-Posterior, -lmm. Lateral, 1.4mm Vertical,

3.6mm de profundidad desde la duramadre.

En el aparato de estereotdxia fijamos las coordenadas antero-posterior y lateral
adecuadas y marcamos la calota suavemente. La longitud de la canula guia es la
adecuada para alcanzar la coordenada vertical. Con un taladro y las brocas adecuadas
realizamos tres agujeros sin tocar la duramadre, dos para la implantacion de tornillos
y un tercero de diametro més estrecho (0,8mm) adecuado al grosor de la canula guia
en el lugar donde se encuentra la marca de la calota. Los agujeros de los tornillos se

realizaron en una zona donde no entorpecieran la implantacion de la canula guia.
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Realizados los agujeros y limpiado el area de trabajo, implantamos los tornillos con
cuidado de no rebasar el grosor del craneo y posteriormente implantamos la canula
guia C313G/Spc Guide 22GA (Plastic One, Roanoke, EEUU). Para fijar la cénula
guia y los tornillos colocamos una pequefio cilindro de pléstico y lo rellenamos con
cemento dental Dentalon® (Heraeus, Hanau, Alemania) sin que llegase a cubrir la
canula guia. Esperamos hasta que el cemento se sec6 completamente y suturamos

con hilo de seda dejando libre el cilindro de plastico que contenia la canula guia fija.

Una vez terminada la operacion, los animales se retiraron del aparato de estereotaxia
y se colocaron en una manta térmica para contrarrestar el efecto de bajada de
temperatura de la equitesina. Posteriormente los animales se colocaron en jaulas
individuales (36x22x20cm) y se devolvieron a la sala de estabulacion sin comida
durante 24h y con agua para evitar deshidratacion por pérdida de sangre y liquidos.

Todos los animales pasaron un postoperatorio de una semana de duracion.

6- Administracion de sustancias
Las distintas sustancias empleadas durante la realizacion de los experimentos
detallados anteriormente se administraron por dos vias: subcutdnea (s.c.) e

intracerebroventricular (i.c.v.)

Para administrar sustancias por via s.c., los animales se inmovilizaron suavemente
cogiendo un pliegue de piel de la parte anterior de la espalda por donde se inyectaron
los diferentes tratamientos farmacoldgicos. Posteriormente se comprobd de forma
manual la distribucidon subcutanea de la dosis recién inyectada. El proceso se realizo
rapidamente con el fin de minimizar el estrés del animal. Todas las sustancias
administradas por esta via se ajustaron a una concentracion tal que el volumen de

inyeccion fue de 2ml/Kg usando como diluyente agua destilada.
La administracion de sustancias por via i.c.v. se realizd con animales previamente

manipulados para disminuir el estrés del animal durante la administracion de

sustancias ya que el proceso requiere de la inmovilizaciéon del mismo. Empleamos
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una jeringuilla Hamilton de 10puL de volumen unida a un tubo de polipropileno (P10)
de unos 10cm en cuyo extremo ajustamos una canula de inyeccion de acero
inoxidable C3131/Spc 28GA (Plastic One, Roanoke, EEUU) con una longitud de

0.3mm mayor que la canula guia para evitar la retrodifusion de las sustancias.

Todas las sustancias administradas por esta via se ajustaron a una concentracion
adecuada para que el volumen de la inyeccion fuera siempre de SuL, empleando para
su disolucién liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) ajustado a un pH de 7.4. La
composicion del LCRa es la siguiente: Cloruro soédico 120nM, Carbonato
monosddico 20mM, Cloruro Potdsico 2mM, Fosfato monopotasico 0.5mM, Cloruro
calcico 1,2mM, Cloruro magnésico 1.8mM, Sulfato bisédico 0.5mM, D-glucosa
5.8mM. Todas las sustancias fueron adquiridas a Panreac Quimica S.A., Barcelona,

Espana.

Con el animal inmovil introducimos completamente la canula de inyeccion a través
de la canula guia y manualmente realizamos la microinyeccién de forma suave y
constante para evitar la retrodifusion de la sustancia. La administracion se realizo
aproximadamente durante 2min y posteriormente se dejo que la sustancia difundiera
durante 1min mas. Retiramos la canula de inyeccion y el animal fue devuelto a su

jaula para continuar con el procedimiento experimental.

7- Test de Comportamiento Animal

7.1- Condiciones de la sala y manipulacion de animales

Las diferentes pruebas de comportamiento empleadas en la presente tesis doctoral se
efectuaron en salas especificamente disefiadas para tal fin en la unidad de
experimentacion animal de la Universidad de Malaga. Para evitar el estrés derivado
del cambio de habitacion, los animales se habituaron dos dias antes de las pruebas de
comportamiento durante una hora a las condiciones experimentales de la sala de

comportamiento. Ademas, en esos dias anteriores a las pruebas de comportamiento,
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también se procedid a la manipulacion del animal por parte del investigador que

realiz6 dichas pruebas.

Las condiciones de las salas donde se realizaron las pruebas de comportamiento eran
las adecuadas para no interferir en el patréon conductual de los animales (Griebel et
al., 1993; Kokare et al., 2005). La temperatura ambiente fue de 23+1°C y la humedad
del 60-70%. Las condiciones luminicas se fijaron en 100lux de intensidad. Ademas
las habitaciones de comportamiento cuentan con un sistema de presion positiva que
evita la entrada de olores y se encuentran en zonas adecuadas de las instalaciones
para minimizar los ruidos externos. Las pruebas de comportamiento se realizaron

siempre entre las 14:00h y las 17:00h para evitar interferencias del ciclo circadiano.

7.2- Test de Suspension de la Cola

El test de suspension de la cola esta disefiado para evaluar las conductas depresivas y
antidepresivas en roedores. El test se basa en la conducta de indefension aprendida
donde, ante una situacion aversiva y sin escapatoria, los animales adoptan
comportamientos pasivos (Steru et al., 1985; Chermat et al., 1986). La metodologia
del test implica idear un dispositivo mediante el cual se puedan colgar a los animales
de la cola. Durante el test los animales alternan comportamientos de inmovilidad y
agitacion. El incremento en el tiempo de inmovilidad en este test se correlaciona con

efectos pro-depresivos en este test (Steru et al., 1985; Chermat et al., 1986).

En nuestros experimentos, para la realizacion de este test, sujetamos una cuerda con
cinta adhesiva a la cola de los animales y se colgaron de una armella a una altura de
60cm (figura 10). De forma individual, se grabd el comportamiento de los animales
durante 6min con una videocdmara y posteriormente los videos se analizaron con el
programa informatico EthoVision XT7 (Noldus, Wageningen, Holanda) para
cuantificar el tiempo de la conducta de inmovilidad. Se considerd al animal inmovil
cuando no realizaba ningin movimiento de lucha, intento de morder la cinta

adhesiva, torsiones del cuerpo o tirones (Hinojosa et al., 2006; Yan et al., 2014).
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Figura 10: Imagen esquematica representativa del test de suspension de la cola. A la izquierda un animal cuelga

completamente inmoévil, a la derecha un animal intentando alcanzarse la cola. Modificado de Abelaira et al., 2013

7.3- Test de Luz/Oscuridad

El test de luz/oscuridad se enmarca dentro de los modelos de ansiedad
incondicionada y esta disefiado para evaluar la conducta de la ansiedad (Crawley and
Goodwin, 1980). Este test esta basado en la aversion de los roedores por los espacios
intensamente iluminados y su inclinacion natural a la exploracion. El aparato usado
para este test permite al animal desarrollar ambas conductas siendo su estado de

ansiedad lo que determina que conducta prevalece (Hascoet and Bourin, 1998).

Para realizar nuestros experimentos con este test adaptamos una caja de evitacion
pasiva de forma que los pardmetros de interés se registraban mediante el programa
informatico ShutAvoid (Panlab S.L., Cornellat de Llobregat, Espafia). Este test
consta de dos compartimentos de dimensiones 26x25x27cm  unidos
longitudinalmente y conectados entre ellos por una puerta abierta por donde los
animales pueden pasar sin dificultad. Uno de los compartimentos estd pintado de
negro y el otro estd pintado de blanco e iluminado por una bombilla de 40W por una

apertura en el techo (figura 11).

Los animales de forma individual se dispusieron en el centro del compartimento

iluminado y se les permitié explorar libremente durante Smin mientras se grababa su
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comportamiento. Registramos las siguientes variables dependientes:

- Latencia de entrada a cdmara oscura (s): Se define como el tiempo que tardo
el animal en entrar por primera vez desde la cdmara iluminada a la oscura con
las cuatro patas.

- Tiempo en cémara iluminada (s): Tiempo total que el animal pas6 en la
camara iluminada durante los Smin del test.

- Latencia de retorno (s): Se define como el tiempo que tardd el animal en

volver por primera vez desde la camara oscura a la iluminada.

Un descenso en el tiempo de latencia de entrada a la camara oscura y del tiempo en
la cdmara iluminada, asi como un incremento en el tiempo de la latencia de re-

entrada se interpreta en este test con un efecto ansiogénico (Hascoet and Bourin,
1998).

Figura 11: Imagen esquematica representativa del test de luz/oscuridad. Imagen adaptada de E-phy-

science,Sophia Antipolis, Francia.

7.4- Test de Natacion Forzada

El FST es la prueba de comportamiento mas ampliamente usada para ensayar la
conducta depresiva y antidepresiva en roedores asi como para evaluar la eficacia
clinica de los antidepresivos (Porsolt et al., 1977; Detke and Lucki, 1996; Bogdanova

et al., 2013). Como en el test de suspension de la cola, la realizacion del test supone
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un estresor para los animales que les lleva a adoptar comportamientos pasivos

indicativos del grado de desesperanza (West, 1990).

Para la realizacion de esta prueba empleamos un tubo de metacrilato de 50cm de
altura con un didmetro de 20cm que se llenaron de agua corriente a 25+1°C hasta una
altura de 30cm (figura 12) (Detke and Lucki, 1996). La prueba constd6 de dos
sesiones (Porlsot et al., 1977). En la primera sesion o pre-test, los animales, de forma
individual, fueron introducidos suavemente en el agua y se les permitié6 nadar
libremente durante 15min. 24h después se realiz6 el test, donde los animales fueron
nuevamente introducidos en el agua en las mismas condiciones que durante el pre-

test. Su actividad fue registrada con una videocdmara durante Smin.

El comportamiento de cada animal fue evaluado con posterioridad con la ayuda del
programa informatico EthoVision XT7 (Noldus, Wageningen, Holanda) para la
cuantificacion del tiempo de cada conducta de interés. Se definieron tres conductas
diferentes medidas todas en segundos (Kuteeva et al., 2007):
- Inmovilidad: El animal realizé s6lo movimientos que le permitieron mantener
la cabeza fuera del agua permaneciendo fundamentalmente inmoévil y
flotando de forma pasiva.
- Natacién: El animal nadé de forma moderada, moviendo las cuatro patas y
pudiendo realizar circulos alrededor del tubo.
- Escalada: El animal realizd movimientos vigorosos de forma horizontal,

habitualmente contra las paredes del tubo.

Los efectos pro-depresivos en este test se correlacionan con incrementos en el tiempo
de inmovilidad del animal y la disminucion en el tiempo de escalada. Por el
contrario, reducciones en el tiempo de inmovilidad y/o incrementos en el tiempo de
natacion y escalada se correlacionan con efectos antidepresivos. (Porlsot et al., 1977;

Kuteeva et al., 2007; Bogdanova et al., 2013).
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Figura 12: Imagen esquematica del FST. Se representan las conductas de escalada a la izquierda e inmovilidad a

la derecha. Modificado de Abelaira et al., 2013

8- Procedimientos con Tejido Cerebral

8.1- Procesamiento de tejido cerebral

Para la realizacion en esta tesis de los experimentos de autorradiografia, hibridacion
in situ, inmunohistoquimica y qPCR-rt, cuyos protocolos se detallan a continuacion,
fue necesario realizar una serie de procedimientos previos para procesar el material

bioldgico.

8.1.1- Perfusion intracardiaca

Previamente a la realizacion de los experimentos de inmunohistoquimica se fijo el
tejido cerebral con una solucion de Paraformaldehido (Sigma-Aldrich, San Luis,
EEUU) al 4% en tampon fosfato salino (PBS) 0.1M pH 7.4 (PAF 4%) mediante

perfusion intracardiaca para conservar la estructura histologica del tejido cerebral.
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Los animales se anestesiaron administrandoles Pentobarbital soédico a una
concentracion 50mg/Kg, a partir de la solucion inyectable comercial Dolethal
(FarmaHigiene S.L., Fuente Alamo, Murcia) por via intraperitoneal (i.p.). Una vez
comprobado, mediante el reflejo podal y caudal, el plano anestésico de los animales,
se colocaron dentro de una campana de extraccion adecuada para recoger los liquidos
de lavado y fijacion asi como su sangre y se fijaron sus extremidades para facilitar el
trabajo. Primero realizamos una incision para separar la piel a lo largo del esternon y
posteriormente se dejo expuesto el corazon con una toracotomia. Para evitar posibles
coagulos que dificultasen la correcta perfusion de los liquidos se inyectd 0.1ml de
Heparina al 5% (Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU) en el ventriculo izquierdo.
Después, realizamos un pequeilo corte en el ventriculo izquierdo por donde se
introdujo una canula conectada a una bomba de perfusion (Masterflex, modelo 7518.
Cole Palmer Instrument, EEUU) hasta el principio de la aorta. La canula y el corazén
se fijaron con unas pinzas forceps para evitar movimientos accidentales.
Inmediatamente después y casi de forma simultdnea se acciond la bomba de
perfusion y se abri6 el circuito mediante un corte en la auricula derecha permitiendo

la salida de la sangre y liquidos.

En un primer momento se introdujeron aproximadamente unos 300ml de liquido de
lavado, que consiste en una solucion PBS 0.1M a pH 7.4 cuya composicion es:
17.8gr/L. de Na,HPO4-2H,0, 2gr/L. de NaH,PO4 2gr/L y 9gr/L de NaCl. Todos los
productos fueron adquiridos a Quimica S.A., Barcelona, Espafia. Una vez limpiado
el circuito cambiamos del liquido de lavado al de perfusion PAF 4% con cuidado de
no introducir burbujas en el sistema de bombeo y se introdujo un volumen

aproximadamente igual al de PBS.

8.1.2- Procesamiento de tejido cerebral perfundido

Al terminar el proceso de perfusion, los cerebros se extrajeron y se realizd una post-
fijacion sumergiéndolos en PAF 4% durante 12-16h a 4°C. Después los cerebros se
sometieron a un tratamiento de crioproteccion sumergiéndolos en una solucion de

sacarosa al 30% en PBS 0.1M a 4°C hasta que el se sumergi6é por completo. Por
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ultimo los cerebros se congelaron a -40°C en isopentano y se almacenaron a -80°C

hasta su procesado.

Para la realizacion de los estudios inmunohistoquimicos fue necesaria la obtencion
previa de secciones coronales de cerebro de rata fijado con PAF 4%. Estas secciones
se obtuvieron en un criostato HM 550 (Microm International GmbH, Dreieich,
Alemania) a una temperatura constante de -20°C. El grosor de las secciones fue de
30um y se utilizd como guia para la recoleccion de ntcleos cerebrales el atlas de

Paxinos y Watson (Paxinos y Watson 1997).

Antes de realizar los cortes, los cerebros se atemperaron en un congelador a -20°C.
Una vez a la temperatura adecuada, mediante una resina especial Tissue-Tek®
(Sakura, Leiden, Holanda), los cerebros se fijaron a un soporte del criostato que
permite su correcta orientacidn para que las secciones tisulares se realicen
perpendiculares a un plano rostro-caudal. Los cortes de tejido se depositaron en
placas de 24 pocillos, previamente rotuladas, que contenian cada una ImL de la
solucion Hoffman, cuya composicion es: 250mL de Tampon fosfato (PB) 0.4M,
300mL de Etilenglicol (Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU), 300gr de Sacarosa
(Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia), 10gr de Polovinilpirrolidona (Sigma-
Aldrich, San Luis, EEUU) y 9gr de NaCl (Panreac Quimica S.A., Barcelona,
Espafia). La solucion se enrasé a 1L con agua destilada y quedé tamponada en PBS
0.IM. La soluciéon Hoffman permite guardar las secciones coronales a -20°C sin que

se congelen, evitando su deterioro hasta su uso en estudios inmunohistoquimicos.

8.1.3- Eutanasia por decapitacion

Para la extraccion del tejido cerebral fresco necesario para la realizacion de los
experimentos de qPCR-rt, autorradiografia e hibridacion in situ, los animales se
sacrificaron por decapitacion. Tras la administracion de los tratamientos
farmacoldgicos indicados anteriormente en los apartados de disefio experimental y

mediante una guillotina (Leica, Wetzlar, Alemania), se procedi6 a la decapitacion de
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los animales de forma rdpida e indolora en las instalaciones de la unidad de

experimentacion animal de la Universidad de Malaga.

Los cerebros empleados en los experimentos de autorradiografia e hibridacion in situ
fueron inmediatamente extraidos y congelados enteros mediante inmersion en
isopentano a -40°C pre-enfriado con nieve carbonica. Esta forma de congelacion
previene la formacion de cristales de hielo. Los cerebros se almacenaron
convenientemente etiquetados en un congelador a -80°C. En el caso de que el
material fuera utilizado para realizar experimentos de qPCR-rt, los cerebros se
diseccionaron rapidamente antes de su congelacion para almacenar en tubos

eppendorf las regiones de interés.

8.1.4- Procesamiento de tejido cerebral congelado

Para la realizacion de los estudios de autorradiografia funcional e hibridacion in situ
se obtuvieron secciones coronales de cerebro de rata en un criostato HM 550
(Microm International GmbH, Dreieich, Alemania) a -20°C. Dichas secciones tenian
un grosor de 12um a nivel de hipocampo-amigdala y de 10um a nivel de rafe dorsal,
iniciandose la recoleccion de cortes a una distancia de -3.6mm y -8mm
respectivamente tomando al punto Bregma como referencia segun el atlas de Paxinos

y Watson (Paxinos y Watson, 1997).

Previamente a la obtencion de los cortes en el criostato, los cerebros se atemperaron
a -20°C y se fijaron mediante Tissue-Tek® (Sakura, Leiden, Holanda) a un soporte
del criostato para su adecuada orientacion. Las secciones coronales recién cortadas se
depositaron directamente sobre portaobjetos previamente tratados SuperFrost®Plus
25x75x1 mm (Menzel-Glaser, Radnor, EEUU) y se fijaron con calor con el fin de
evitar que los cortes de tejido se desprendieran en los posteriores procedimientos.
Los portaobjetos con las secciones adheridas se almacenaron a -80°C hasta su uso.
En cada portaobjetos se dispusieron secciones de 6 cerebros distintos con los mimos

tratamientos.
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8.2- Protocolo de Autorradiografia: curva de saturacion

Los estudios de autorradiografia funcional se realizaron mediante experimentos de
saturacion usando el agonistas tritiado de 5-HT1AR [H’]-8-OH-DAPT (Perkin
Elmer, EEUU) en el Servicio de Radioisotopos de la Universidad de Malaga. El
protocolo seguido se basd en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion

(Diaz-Cabiale, et al., 2000; Millon et al., 2015).

Antes de realizar el experimento y en el mismo dia se prepararon los tampones de
lavado y de incubacion necesarios. El tampon de lavado consiste de una dilucion de
Tris Clorhidrico (Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU) en agua destilada a una
concentracion de 50mM a pH 7.6. A partir del tampon de lavado se prepard el
tampon de incubacion cuya composicion es: Tris-HCl 50nM, Cloruro Célcico 4mM
(Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espana), Pargilina 10uM (Sigma-Aldrich, San
Luis, EEUU) y 0.01% de 4cido ascorbico (Panreac Quimica S.A., Barcelona,

Espafia). Los tampones se usaron a 4°C.

A partir del tampon de incubacion preparamos 10 diluciones decrecientes de agonista
tritiado para obtener 10 puntos de la curva de saturacion. Las diluciones fueron desde
10nM hasta 0.26nM, con un factor de dilucion de 1:3 entre cada dilucion. Por cada
dilucién ademés preparamos una segunda dilucion a la que afiadimos serotonina

(Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU) a 10uM para estudiar las uniones no especificas.

Para la realizacion del experimento se escogieron 20 portaobjetos con secciones
coronales de cerebro por cada grupo experimental y zona de estudio. Los
portaobjetos se organizan en 10 parejas, una por cada punto de la curva de
saturacion. Por cada pareja, uno de los portaobjetos se incub6 con el agonista tritiado
y el otro, no especifico, se incub6é con la misma dilucion de agonista tritiado +

serotonina 10uM, asi cada punto de la curva tenia su propio control.
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Una vez preparadas las diluciones del agonista marcado, las secciones se pre-
incubaron 30min a temperatura ambiente con el tampdn de incubacidn, anadiendo
ImL a cada uno de los portaobjetos de forma que cubriera toda la superficie. Pasados
los 30min se retir6 el tampon de preincubacion y se afiadié 1ml a cada portaobjetos
con la concentracion adecuada de agonista marcado o las disoluciones de no
especifico, las secciones se incubaron durante 60min. Posteriormente las secciones se
lavaron dos veces durante Smin con el tampdén de lavado por inmersion y se
aclararon con agua destilada a 4°C. Los portaobjetos se dejaron secar bajo una
corriente de aire frio. Todo el proceso se realizd minimizando la formacion de

residuos radiactivos tanto liquidos como s6lidos.

Una vez secos, los portaobjetos se ordenaron seglin la concentracion de agonista y se
expusieron a una pelicula sensible de tritio (Kodak Biomax MR1, EEUU) durante 6

semanas que posteriormente fueron reveladas en un laboratorio fotografico.

Para el posterior andlisis de los resultados se realiz6 la determinacion precisa de la
actividad de cada una de las disoluciones empleadas en la incubacion del
radioligando midiendo las desintegraciones por minuto en un contador de centelleo
liquido Beckman, LS6500 (GMI, Ramsey, EEUU) instalado en el Servicio de

Radioisotopos.

8.3- Protocolo de Hibridacion In Situ

Los experimentos de hibridacion in sifu se realizaron siguiendo protocolos descritos
en trabajos previos (Mengod et al., 2015). Los portaobjetos con las secciones
coronales de tejido se obtuvieron como se describe anteriormente y se atemperaron al
aire. Primero, los tejidos se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante
20min. La composicion del PBS 1X fue la siguiente: 1.4gr/L Na,HPO,, 1.4gr/L
KH,PO,, 5.8gr/L NaCl, 0.2gr/L KCI. Los reactivos fueron adquiridos en (Panreac
Quimica S.A., Barcelona, Espafia). Posteriormente, se lavaron los tejidos con PBS
3X durante Smin y luego Smin méas con PBS 1X. Los tejidos se incubaron
posteriormente con una diluciéon de Pronasa (Calbiochem, San Diego, USA) a una

concentracion de 24U/ml en Tris Clorhidrico (Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU)
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50mM a pH 7.5 y 5SmM de EDTA (Sigma-Aldrich, San Luis, EEUU). La actividad
proteolitica se detuvo por inmersion de los potaobjetos 30s en una dilucion de
2mg/mL de glicina en PBS 1X. Las secciones se enjuagaron con PBS 1X y luego se
deshidrataron con una bateria de disoluciones de etanol. Los portaobjetos con las

secciones coronales fueron posteriormente secados al aire.

Los oligonucledtidos empleados en la hibridacion fueron adquiridos a bylsogen
Bioscience (Maarsden, Holanda) y eran complementarios a las regiones de ARN
mensajero de 5-HT1AR (NM _012585.1) 1-48, 763-810 y 1219-1266. Los
oligonucleotidos se marcaron en su extremo 3 terminal con [P ]dATP (3000
Ci/mmol) y se purificaron con columnas MicroSpin G-50 (Sigma-Aldrich, San Luis,

EEUU).

La hibridacion de las sondas marcadas se realizé a una concentracion de 20° cpm/ml
en una soluciéon de 50% de formamida, 10% dextran sulfato, 1% de sarkosyl, SSC
4x, solucion de Denhardt a 1X, 20 nM de tampon fosfato pH 7, 250ug de tRNA de
levadura y 500pg/ml de esperma de salmén. Composicion del SSC 1x: 150mN de
NaCL, 15mM de Citrato s6dico. Composicion de la solucion de Denhart 1X: 0.02%

de ficoll, 0.02% polivinilpirrolidona y 0.02% de albimina sérica bovina .

Se incubaron los tejidos con 80 pl de la solucion de hibridacion a 42°C una noche y
se recubrieron los portas con Nescofilm (Bando Chemical Inc., Kobe, Japan) para
prevenir la evaporacion. Posteriormente se lavaron 4 veces durante 45min en una
solucion de NaCl 600mM, Tris Clorhidrico 10mM a pH 7.5 y I mM EDTA a 60°C.
Por ultimo se realizo un lavado con la misma solucion a temperatura ambiente
durante 30min. Las secciones se expusieron a films Kodak BIOMAX-MR (Sigma-
Aldrich, San Luis, EEUU) durante 10 dias a 70°C con pantallas intensificadoras.
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8.4- Analisis de films

Tanto para los estudios de autorradiografia como para los de hibridacion in situ los
films obtenidos se analizaron con el programa ImageJ (National Institutes of Health,
NIH, EEUU), obteniéndose medidas de densidades opticas de las regiones del
hipocampo dorsal y del rafe dorsal (figura 13).

En el caso de los estudios autorradiograficos, las densidades Opticas se transformaron
posteriormente en unidades de fmol/mg de proteina mediante estandares
prefabricados con polimeros marcados con H® (Amersham Microscale, Bucks, Reino
Unido) y se obtuvieron curvas de saturacion que permitieron el calculo de los
parametros Kd (constante de disociacion) y Bmax (niimero de sitios de union)
mediante el software estadistico GraphPad Prism v 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, EEUU).

Figura 13: Esquema de las secciones coronales de cerebro de rata indicando las regiones de analisis en los films
de autorradiografia e hibridacion in situ. A la izquierda el rafe dorsal (0,09 mm?) y la derecha el GD (0,8 mm?) y

CAL1 (0,4 mm?) del hipocampo dorsal. Modificado del Atlas de Paxinos y Watson, 1997.

9- Desarrollo de ratas siGalR1

En la realizacion de algunos experimentos de esta tesis doctoral hemos empleado
modelos siGalR1 y siGalR2 en pruebas de comportamiento. En este apartado
describimos en detalle el proceso de obtencion de este modelo animal y las técnicas

empleadas para comprobar la reduccion de los niveles de ARN mensajero y niveles
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de proteina de GALRI. La obtencion y comprobacion del modelo siGalR2 ya ha sido
previamente descrito en trabajos de nuestro grupo de investigacion (Millon et al.,
2015).

La obtencion de estos modelos animales se basa en el fenomeno de interferencia del
ARN segun el cual pequenas moléculas de ARN, de unos 20 nucleétidos, tienen la
capacidad de unirse por complementariedad a moléculas de ARN mensajero y
activar mecanismos moleculares (RISC) que degradan los ARNs de doble cadena en

el citoplasma (figura 14) (Akhtar and Benter, 2007; Kole et al., 2012).
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Figura 14: Esquema del mecanismo molecular de interferencia de ARN donde pequefios oligonucleétidos

provocan la degradacion de ARN mensajeros activando mecanismos moleculares de degradacion intracelular.

(Flores-Burgess et al., 2018)

Siguiendo procedimientos ya descritos (Nakajima et al., 2012; Millon et al, 2015), la
reduccion del receptor GALRI1 se consiguié inyectando un reactivo comercial, el
siRNA-GALR1 (Dharmacon, Lafayette, EEUU), por via i.c.v. Dicho reactivo
consistia en una mezcla de 4 secuencias cortas de ARN complementarias a la
secuencia del ARN mensajero del receptor GALR1. La administracion i.c.v. de los
oligonucleétidos se realizd6 como se ha descrito previamente en apartados anteriores

de esta tesis durante el procedimiento de implantacion de la canula fija. Una vez
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terminado el procedimiento quirtrgico y con el animal aun anestesiado se inyecto
Sug (0.35nmol) de siRNA-GALRI (Dharmacon, Lafayette, EEUU), utilizando como
Veh. el medio de cultivo Acell siRNA Delivery Media (DM) (Dharmacon, Lafayette,
EEUU). El sistema Acell presenta una serie de modificaciones quimicas que permite
a los oligonucledtidos entrar en neuronas maduras sin ser degradados por las

endonucleasas, pudiendo alcanzar asi a los ARN mensajeros objetivos (Baskin et al.,

2008; Nakajima et al., 2012).

Los 4 oligonucledtidos tenian como diana las siguientes secuencias del receptor

GALRI:
1-UCUGCAAGUUUAUACACUA. 2-GCACUUUCGUCUUUGGUUA.
3-UGUUUGGCCUUAUUUUCGC. 4-UGCUCAUCUGCUUUUGCUA.

Para la comprobacién en la reduccion de los niveles de ARN mensajero y niveles de
proteina en animales siGalR1 realizamos experimentos de qPCR-rt e
inmunohistoquimica que describimos a continuacion. Ademads, para comprobar que
el sistema de interferencia para GALR1 no afectaba a los niveles de expresion de
GALR2 también medimos los niveles de ARN mensajero de este receptor mediante

qPCR-1t.

9.1- qPCR-rt

Se inyectaron animales con siRNA-GALRI por via i.c.v. y al cuarto, sexto y octavo
dia después de la inyeccion fueron sacrificados por decapitacion. Inmediatamente
después se realizo la diseccion de los cerebros para aislar el hipocampo dorsal lo mas
rapidamente posible y evitar la degradacion del ARN por parte de las ribonucleasas
(Figura 15). Los tejidos fueron guardados en eppendorfs y congelados rapidamente

en hielo seco, almacenandose a -80°C hasta su uso.
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Figura 15: Imagenes del proceso de disecciéon manual del hipocampo de cerebro de rata. Las flechas negras

indican la localizacién del hipocampo durante la diseccion.

La obtencion del ARN de las distintas muestras se obtuvo mediante el empleo del kit
de purificacion "RNeasy Lipid Tissue Kit Mini Kit" (Qiagen, Hilde, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante y con especial cuidado de que las muestras
estuvieran siempre a 4°C para evitar la degradacion del ARN. La pureza y cantidad
del ARN obtenido se determiné con un espectrofotdometro Nanodrop (Thermo
Scientific, Waltham, EEUU) mediante la medida de los ratio de absorbancia a

260/280nm y 260/230nm. E1 ARN fue alicuotado y almacenado a -80°C hasta su uso.

Posteriormente, generamos el cDNA que sirvio de molde durante la qPCR-rt.
Empleamos para ello el kit de retrotranscripciéon Reverse Transcriptase Core kit
(Eurogentec, Lieja, Bélgica) siguiendo las instrucciones del fabricante y con un
termociclador ABI 2720 (Applied Biosystem, California, EEUU) programado con la
siguiente secuencia de tiempos y temperaturas: 10min a 25°C para la hibridacion de
las sondas, 30min a 48°C para la actuacion de la retrotranscriptasa y Smin a 95°C

para la inactivacion enzimatica.

La qPCR-rt se realizé en un termociclador 7500 Real Time PCR system (Applied
Biosystems, California, EEUU) disponible en los servicios centralizados de apoyo a
la investigacion de la Universidad de Mélaga. En placas de 96 pocillos medimos por
triplicado los niveles de expresion en cada muestra biologica del ARN mensajero de

GALRI1, GALR2 o de GAPDH como gen de referencia. La cantidad inicial de cDNA
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por pocillo fue de 40ng y el volumen final de 25ul. Empleamos el kit comercial
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, California, EEUU) para
detectar los niveles de amplificacion del cDNA en cada ciclo de la PCR. El protocolo
de amplificacion fue el siguiente: 2min a 50°C y 10min a 95°C. 40 ciclos de 15s a
95°C y 1 minuto a 60°C. Al terminar los 40 ciclos se obtuvo una curva de fusion para
comprobar que la presencia de un solo producto de amplificacion por pocillo y que la
temperatura de fusion de los productos amplificados correspondian a la temperatura
teorica del fragmento de cDNA amplificado. En cada placa también se realizaron dos
tipos de controles. Un control sin cDNA para descartar contaminaciones del kit
Master Mix y posible emparejamientos no deseados de los primers y un control con
muestras de ARN previas al paso de retrotranscripcion para descartar la

contaminacion de ADN gendmico.

Los datos se analizaron con el programa informatico 7500 SDS v1.4.1 (Applied
Biosystems, California, EEUU) por el método comparativo de Ct (AACt), realizando
una curva de cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes GALRI
o GALR2 respecto del gen de referencia GAPDH en los dias 4, 6 y 8 tras la
inyeccion del siRNA-GALR1 y normalizando las medidas a la expresion de GALR1
0 GALR?2 en animales tratados con Veh.

Las secuencias de primers empleadas para este experimento fueron las siguientes:

-GALRI Sentido: 5'-AAAACTGGACAAAACTTAG
-GALRI Antisentido: 5'-GGATACCTTTGTCTTTGCTC
-GALR2 Sentido: 5'-~AACAGGAATCCACAGACC
-GALR2 Antisentido: 5-CCCTTTGGTCCTTTAACAAG
-GAPDH Sentido: 5-GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTC

-GAPDH Antisentido: 5-GAGGCTGGCACTGCACA
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9.2- Protocolo de Inmunohistoquimica

Animales inyectados por via i.c.v. con sSiRNA-GALR1 o DM se perfundieron a los 8
dias tras la inyeccion y el tejido cerebral fue procesado y cortado como se explica en
apartados anteriores. Seleccionamos el octavo dia por ser el de menor expresion en el
experimento de qPCR-rt. Seleccionamos secciones coronales del hipocampo dorsal,
ya que es la region donde estudiamos los niveles de ARN mensajero, a nivel de -
3.6mm respecto Bregma (Paxinos y Watson, 1997). El protocolo de
inmunohistoquimica seguido y los anticuerpos usados han sido previamente

empleados en trabajos de nuestro grupo de investigacion (Millon et al., 2016).

Las secciones coronales de tejido y los tampones, se atemperaron durante media
hora. Primero se realizd un paso de recuperacion antigenos, calentando los cortes
durante 30min a 80°C en tampon citrato a pH 6. Luego, con PBS 0.01M a pH 7.4 los
cortes se lavaron 3 veces durante 10min en agitacion continua. Posteriormente, los
tejidos se trataron con H,O, al 0.6% en agua destilada durante 20min en oscuridad
para inactivar las peroxidasas endogenas. Se realizaron dos lavados mas de 10min
con PBS y antes de la incubacion con el anticuerpo primario se realizd una
preincubacion de 10min con una dilucion de Triton al 0.3% y albimina sérica bovina
al 2% en PBS (PBS*) con objeto de permeabilizar el tejido y bloquear posibles
uniones inespecificas. Posteriormente se incubaron las distintas secciones con un
anticuerpo primario anti-GALR1 producido en cabra (Santa Cruz Biotecnology,
USA), a una concentracion 1/250 en PBS* durante 1h a temperatura ambiente y en

agitacion. Las muestras con el anticuerpo se dejaron toda la noche a 4°C en la nevera.

Al dia siguiente se atemperaron las secciones de tejido en agitacion con el anticuerpo
primario asi como los tampones durante 1h. Luego se realizaron 3 lavados de 10min
con PBS. Después de una preincubacion 10min con PBS*, se realiz6 la incubacion
con el anticuerpo secundario, anti-goat biotinilado (Vector laboratories, California,

EEUU), diluido a una concentracion de 1/200 en PBS* durante 1h en agitacion y a
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temperatura ambiente. Luego se realizaron 2 nuevos lavados de 10min con PBS. Tras
pre-incubar los tejidos durante 10min mcon PBS*, se trataron las secciones durante
1h con un complejo Avidina-Biotina unido a Peroxidasa (ABC) (Thermo Scientific,

Waltham, EEUU) también diluido en PBS* a 1/200.

Después, se lavaron los cortes 3 veces 10min con PBS y se procedio al revelado,
para lo cual se afiadi6 a cada tubo 500pul de una solucion de 3-3'Diaminobenzidina
(DAB) al 0.03% y H,O; al 30% en PBS0.01M pH 7.4. En el revelado, la peroxidasa
unida al complejo ABC reacciona con los compuestos de la solucion y la DAB
precipita, dandole una tonalidad marrén a las células. Esta reaccion se mantuvo
durante Smin y se detuvo al anadir 2ml de PBS. Por tltimo, se lavaron los tejidos 3

veces en PBS durante 10min.

Las secciones cerebrales se colocaron sobre portas tratados convenientemente
rotulados y se deshidrataron por inmersion durante 3min en la siguiente bateria de
liquidos: agua destilada, etanol al 60%, etanol al 90%, dos pasos de etanol absoluto y
un ultimo paso de xileno. Una vez deshidratado los tejidos se us6 medio de montaje
DPX (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia) y un cubreobjetos para preservar

las preparaciones inmunohistoquimicas hasta su estudio.

El andlisis de inmunoreactividad de GALRI se realizd sobre fotografias de distintas
secciones de tejido capturadas con un microscopio 6ptico (Nikon Optiphot-2) dotado
de una cdmara de video Olympus UC30. La inmunoreactividad se cuantificoé por
densidad optica utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, NIH,
EEUU).
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10- Analisis estadisticos

Cuando se compararon dos grupos experimentales se utilizé el test de la t de Student
de una cola, considerando los grados de significacion de p<0.05, p<0.01 y p<0.001.
En el caso de que en un experimento se compraron tres 0 mas grupos experimentales
se utilizo un andlisis de la varianza de una via (ANOVA), seguida del test pos hoc de
Newman-Keuls (nk), estableciéndose también los grados de significacion estadistica

en p<0.05, p<0.01 y p<0.001.

Los datos obtenidos en los experimentos de saturacion de autorradiografia se
analizaron generando una curva de regresion no lineal para determinar la constante
de disociacion (Kd) y el numero total de sitios de unién (Bmax) por cada
tratamiento. Posteriormente los valores de Kd y Bmax se analizan con un ANOVA

seguido del test Newman-Keuls como post hoc.

Todos estos analisis se realizaron usando del software de GraphPad PRISM 6.0.

(GraphPad Software, California, EEUU).
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Resultados

1- Papel del fragmento GAL(1-15) en ansiedad y depresion. Desarrollo de
modelos de homologia de los receptores GALR1 y GALR2

1.1- Efectos de la administracion central del fragmento GAL(1-15) en pruebas

conductuales de ansiedad y depresion.

En el test de suspension de la cola analizamos el efecto de la GAL(1-15) a una
dosis de 3nmol. La GAL(1-15) o el liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) se
administraron por via intracerebroventricular (i.c.v.) 15 minutos antes de realizar el

test.

Se observo como la GAL(1-15) produjo un aumento significativo del tiempo total
de inmovilidad (figura 1) (t1,=2.02, p<0.05). En este test la inmovilidad se
considera cuando el animal no realiza ningin movimiento, permaneciendo
completamente inerte colgando boca abajo. El incremento en el tiempo de
inmovilidad constituye un indicador del potencial prodepresivo de un tratamiento
en este test, por tanto, los resultados sugieren un efecto prodepresivo de la GAL(1-

15) administrados a una dosis de 3nmol
2501 *

2004 < ——
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1504 - GAL(1-15)(3nmol)
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Figura 1: Representacion grafica del tiempo de inmovilidad en el test de suspension de la cola tras la
administracion i.c.v. de GAL(1-15)(3nmol) 15min antes de la prueba. A los animales control se les inyectd
liquido cefalorraquideo artificial (LCRa). Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media.

*p<0.05 seglin test de T-Student respecto controles. n= 6-8 animales por grupo.
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En la figura 2 se muestran los efectos de la administracion por via i.c.v. de GAL(1-
15) a una dosis de 3nmol en el comportamiento observado en el test de
Luz/Oscuridad. Los resultados muestran que la dosis de 3nmol de GAL(1-15)
produjo una disminucion significativa (ty=2.66, p<0.05) del tiempo de entrada en la
camara oscura (Latencia entrada a cdmara oscura) de hasta un 65% y del tiempo total
empleado por los animales en explorar la cdmara iluminada (Tiempo en céamara
iluminada) del 50% (t9=2.56, p<0.05). Ademads también se observo un incremento de
mas de 5 veces en el tiempo de primer retorno a la cdmara iluminada desde la camara
oscura (Latencia de retorno) (ts=2.74, p<0.05). Todos los parametros analizamos en

este test sugieren un efecto ansiogénico de la GAL(1-15) administrado por via i.c.v.

Latencia entrada a Tiempo en Camara
50 Camara oscura g iluminada
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Figura 2: Representacion grafica de los parametros de latencia, tiempo en camara iluminada y latencia de
retorno analizados en el test de luz/oscuridad tras la administracion i.c.v. de GAL(1-15)(3nmol) 15min antes de la
prueba. A los animales control se les inyect6 liquido cefalorraquideo artificial (LCRa). Los resultados se expresan

como la media £ error estdndar de la media. *p<0.05 seglin test de T-Student respecto controles. N= 5-6

animales por grupo.
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1.2- Desarrollo de los modelos de homologia de GALR1 y GALR2

Alineamiento BLAST y seleccion de plantillas
El resultado de los alineamientos se muestra en las figuras 3 y 4. Se representan las
regiones donde se produjeron los alineamientos entre GALR1 (figura 3) y GALR2

(figura 4) y las proteinas seleccionadas de la base de datos PDB.

En las tablas 5 y 6 se muestran las proteinas que tras el alineamiento fueron
utilizadas para la modelizacion de los receptores, su codigo de entrada en PDB y los
pardmetros “bit score” e identidad que indican la adecuacion del alineamiento. La
identidad indica el porcentaje de aminoacidos coincidentes entre dos secuencias de
aminodcidos. Las proteinas con un indice de identidad superior al 20% en el

alineamiento fueron seleccionadas para la siguiente fase.

Score Color Key no [ EY meo mao [upll] D20 m40

Figura 3: Esquemas del alineamiento realizado entre la secuencia de GALRI1 y las diferentes proteinas
encontradas en la base de datos PDB. La barra negra superior representa la secuencia de aminoacidos de GALR1
con sus 346 aminoacidos. Las barras de colores representan a distintas proteinas alineadas. Los colores indican

una escala de valores del parametro “bit score”.
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PDB entry 30DU 2KS9 2Y00 3SNe6 2RH1 1U19 2773
Bit score 86 85 81 72 68 68 62
Identidad 32% 26% 25% 23% 27% 23% 22%

Score Color Key no [ £ meo mso mi00 o200 |40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Figura 4: Esquemas del alineamiento realizado entre la secuencia de GALR2 y las diferentes proteinas
encontradas en la base de datos PDB. La barra negra superior representa la secuencia de aminoacidos de GALR2
con sus 372 aminodcidos. Las barras de colores representan a distintas proteinas alineadas. Los colores indican

una escala de valores del parametro “bit score”.

PDB entry 2Y00 3SN6 30DU 2KS9 2YDV 3VGI 1U19 2773

Bit score 95 92 81 79 72 72 71 62

Identidad 27% 25% 38% 26% 28% 28% 20% 22%
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Alineamiento estructural de las plantillas

Resultados

Con las proteinas seleccionadas del apartado anterior se continu6 con el

procedimiento de “alinear secuencias a la plantilla”. Los resultados de este

procedimiento se expresan como valores de RMSD obtenidos tras el alineamiento

estructural de las diferentes plantillas usadas para modelizar GALR1 y GALR2 en

las tablas 3 y 4 respectivamente. Ademads en dichas tablas se muestra el nimero de

aminoacidos totales solapados entre las diferentes plantillas.

RMSD de la cadena principal (angstrom) por debajo de la diagonal y Nimero de residuos superpuestos por encima de la diagonal
Proteina 30DUA 2Y00B 3SNGR 1U19A 22738 3VGIA 2YDVA
30DUA 67 67 76 73 I 73
2Y00B 5.717 279 261 273 260 280
3SN6R 5.712 2,604 250 259 264 270
1U19A 5.709 2957 3142 307 265 265
22738 5.758 32N 3.314 2998 276 269
VGIA 5.954 3.289 3,393 3.004 3.337 269
2YDVA 5.893 3,445 3.109 341 3.384 2.281

Tabla 3: Captura de pantalla de DiscoveryStudio donde se muestra por debajo de la diagonal de una matriz

simétrica los valores de RMSD de comparar cada plantilla con el resto. Por encima de la diagonal, se indican el

numero de residuos totales que se superponen espacialmente entre las proteina usada para modelizar GALRI.

RMSD de la cadena principal (angstrom) por debajo de la diagonal y Nimero de residuos superpuestos por encima de la diagonal
Proteina 2Y00B 3SN6R 30DUA 2KS9A 2YDVA 3VGIA 1U19A 22738
2Y00B M 64 263 280 280 264 215
3SN6R 2.314 64 252 266 260 253 260
30DUA 5.782 5.838 74 70 68 74 T

2KSOA 2,079 2,567 5.777 261 264 339 310
2YDVA 35 2,825 6,208 2,841 289 262 268
3VGIA 2,766 2965 6,291 2444 213 265 275
1U19A 2,693 2.883 5973 1.525 3.307 2946 307
22138 291 3.024 5.917 2,829 3.303 2,944 2.748

Tabla 4: Captura de pantalla de DiscoveryStudio donde se muestra por debajo de la diagonal de una matriz

simétrica los valores de RMSD de comparar cada plantilla con el resto. Por encima de la diagonal, se indican el

numero de residuos totales que se superponen espacialmente entre las proteina usada para modelizar GALR2.
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Puntuaciones DOPE de los modelos generados
El ultimo proceso consistio en la construccion de varios modelos de homologia. En
las tablas 5 y 6 se muestran los resultados de puntuacién DOPE obtenidos en los 20

modelos generados de GALR1 y GALR2 respectivamente.

Model Scores
Name DOPE Score
QB2805.M0018 -41553 488750
Q62805.M0010 -41690.837500
QB62805.M0003 -42127.011718
QB2805.M0008 -40805.928688

QE2805.M0006

-41501.546875

Q62805.M0020

-40807.710838

Q62805.M0013

-40982.742188

QE2805.M0012 -41334.808594
Q62805.M0019 -40371.087856
Q62805.M0004 -40301.371094
QE2805.M0009 -40586.282869
Q62805.M0005 -39803.746094
Q62805.M0017 -39518.273438
QE2805.M0007 -40087.085838
Q62805.M0014 -40414.710838
QE2805.M0002 -40808.683594
Q62805.M0011 -40087.414063
Q62805.M0001 -40667.138719
QE2805.M0015 -40114.062500

Q62805.M0016

-40567.777344

Tabla 5:

DiscoveryStudio. El modelo seleccionado fue el que tuvo la menor puntuacion DOPE (-40087.08).

Resultados de la puntuacion DOPE obtenido en cada uno de los 20 modelos de GALRI1 generados en

Model Scores
Nombre Puntuacién DOPE
008728.M0005 -40113.080844
008728.M0002 -40359.359375
008728.M0015 -30769.523438
008728.M0014 -39023.035156
008728.M0016 -38666.679688
008726.M0006 -39064.207031
008726.M0011 -30166.402344
008726.M0012 -38602.796875
008728.M0001 -38516.371094
008726.M0017 -38638.835938
008728.M0009 -38740.806250
008728.M0013 -38759.450038
008726.M0010 -38652.726563
008728.M0020 -38234.882813
008728.M0007 -38758.785156
008728.M0008 -38601.699219
008728.M0004 -38624.285156
008728.M0018 -39021.181408
008728.M0019 -38964.429688
008726.M0003 -38181.089844

Tabla 6: Resultados de la puntuacion DOPE obtenida en cada uno de los 20 modelos de GALR2 generados en

DiscoveryStudio. El modelo seleccionado fue el que tuvo la menor puntuacion DOPE (-38181.08).
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Modelos de homologia GALR1 y GALR2
Tras el refinamiento de los modelos seleccionados mediante la ionizacion de residuos
y la aplicacion del protocolo de minimizacion obtuvimos dos archivos en formato

pdb con las estructuras tridimensionales de los receptores GALRI1 (figura 5) y

GALR?2 (figura 6).

Ademas para controlar la calidad de los modelos, inspeccionamos visualmente los
modelos generados para comprobar si los residuos especificos de los receptores
GALR1 y GALR?2 implicados en la unién de la GAL se disponian orientdndose de
forma que tuvieran acceso a la cavidad del hipotético sitio de unioén entre la GAL y
los receptores. La implicacion de estos residuos en la interaccion entre GAL y

receptor han sido previamente determinados en estudios de mutagénesis.

Para GALRI estos residuos son: Fenilalanina (Phe) 114, Phe 184, Phe 280; Histidina
(His) 262, His 265, Glutamina (Glu) 269 (Kask et al., 1998; Berthold et al., 1997;
Church et al., 2002)

Para GALR2 los residuos son: His 252, His 253, Ile 256, Phe 264, Tyr 271
(Lundstrom et al., 2007). En el caso de GALR2 también se senala la formacion de un
puente disulfuro en el bucle extracelular 2 (EL2) que en nuestro caso se generd en el

proceso de modelado de forma automatica (Hui et al., 2016).
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N-terminal

Figura 5: Imagenes del modelo de homologia de GALR1 obtenido en DiscoveryStudio. A: vista desde el plano
de la membrana, C: vista desde el extremo N-terminal y D: vista desde el extremo C-terminal. B: representacion

donde se resaltan los Aa implicados en la interaccién con GAL.
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N-terminal

Figura 6: Imagenes del modelo de homologia de GALR2 obtenido en DiscoveryStudio. A: vista desde el plano
de la membrana, C: vista desde el extremo N-terminal y D: vista desde el extremo C-terminal. B: representacion

donde se resaltan los Aa implicados en la interaccion con GAL.
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2- Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

de los receptores GALR1 y GALR2

2.1- Estudio de la interaccion farmacologica entre GAL(1-15) y FLX en el FST y
comparacion de la interaccion GAL(1-15)-FLX con GAL-FLX.

Primero se determiné las dosis efectiva y subumbral de FLX en el FST. La FLX se
administr6 por via s.c. 23, 5y 1h antes de la realizacion del test y LCRa por via i.c.v.
15min antes de la prueba. Al grupo control se le administré vehiculo (Veh.) y LCRa
a los tiempos indicados. Estos patrones de administracion de sustancias, tanto por via
s.c. como i.c.v., se utilizaron en todos los experimentos de comportamiento

presentados en esta tesis.

Acorde con los resultados de estudios previos en el FST (Estrada-Camarena et al.,
2003), se observdo como la dosis de FLX(10mg/Kg) produjo una reduccioén
estadisticamente significativa en el tiempo de inmovilidad (F220=4.628, p<0.05) y un
incremento en el tiempo de natacion (F,20=7.044, p<0.01) en comparaciéon con el
resto de grupos (post hoc Newman-Keuls (nk): p<0.05) sin afectar al tiempo de
escalada (F»20=2.569, p=0.102) (figura 7). La dosis de FLX(2.5mg/Kg) no produjo
ningln efecto en los tres pardmetros analizados en comparacion con el grupo control.
Seglin estos resultados se consider6 a la dosis de FLX(10mg/Kg) como efectiva y la
de FLX(2.5mg/Kg) como subumbral en el test de natacion forzada con este patron de

inyecciones.
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Figura 7: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada analizados en el FST
tras la administracion s.c. de una dosis no efectiva de FLX(2,5mg/Kg), una dosis efectiva de FLX(10mg/Kg) o
Veh. a las 23, 5 y 1h antes de realizar el test de Smin. A todos los grupos se les administr6 LCRa por via i.c.v.
15min antes del test. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05 frente al
resto de grupos, **p<0.05 frente a FLX(2,5mg/Kg) y p<0.01 frente a Control segiin un ANOVA de una via

seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori n= 6-9 ratas por grupo.
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Posteriormente, y para determinar la existencia de una interaccion entre el fragmento
GAL(1-15) y la FLX, coadministramos GAL(1-15)(1Inmol) y FLX(2.5mg/Kg) y
comparamos los efectos de la coadministracion con los efectos de ambas sustancias
de forma aislada. La FLX o el Veh. se administraron con el patron de inyecciones
previamente descrito y la GAL(1-15) o el LCRa se inyectd por via i.c.v. 15min antes

del test.

Los resultados representados en la figura 8 muestran como la coadministracion de
FLX(2.5mg/Kg) con GAL(1-15)(1nmol) produjo una reduccion de casi un 30% en el
tiempo de inmovilidad (F;z7= 3.973, p<0.05) respecto a los demds grupos (nk:
p<0.05), y un incremento en el tiempo de natacion del 40% (F323=4.137, p<0.05; nk:
p<0.05), sin modificar el tiempo de escalada (F3,3=4.137, p=0.83).

Seglin estos resultados la coadministracion de ambas sustancias produjo un potente
efecto anti-depresivo. Dado que la administracion i.c.v. del fragmento GAL(1-15)
induce efectos pro-depresivos podemos sugerir que existe una interaccidon entre

GAL(1-15) y FLX en la que se favorecen los efectos de la FLX.
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Figura 8: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada analizados en el FST
tras la coadministraciéon de una dosis no efectiva de FLX(2,5mg/Kg) y una dosis subumbral de GAL(1-
15)(1nmol). La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. mediante un patrén de inyeccion subagudo a las 23, 5
y 1h antes de realizar el test de Smin y la GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via i.c.v. 15min antes del
test. El grupo de Veh.+ LCRa fue usado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar
de la media. *p<0.05 frente al resto de grupos, a: p<0.05 frente a Control y GAL(1-15)(1nmol) segun un ANOVA

de una via seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori n= 7-9 ratas por grupo.
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Una vez determinada la interaccion farmacologica entre GAL(1-15) y FLX,
estudiamos si la misma dosis de GAL(1-15) era capaz de modificar los efectos de la
FLX a una dosis efectiva. En este experimento también comparamos los efectos en
animales de la coadministracion de GAL(1-15) y FLX a dosis efectivas con animales
coadministrados con Galanina(lnmol) y FLX también a dosis efectiva para
determinar si la interaccion era exclusiva del fragmento. Grupos de animales
recibieron la dosis subumbral de GAL(1-15)(Inmol), la dosis efectiva de
FLX(10mg/Kg) o la combinacion de ambas sustancias y, ademas, a un grupo de
animales fue administrado con Galanina(lnmol) por via i.c.v. junto con

FLX(10mg/Kg).

En la figura 9 se representa como la coadministracion de FLX(10mg/Kg)+GAL(1-
15)(1nmol) indujo un fuerte descenso de mas del 50% en el tiempo de inmovilidad
(F328=10.96, p<0.01; nk: p<0.05) asi como un incremento del 40% en el tiempo de
natacion (F325=16.46, p<0.01; nk: p<0.01) comparado con el grupo inyectado sélo
con FLX(10mg/Kg), sin producirse ninguna modificaciéon en el tiempo de escalada
(F327=0.7554, p=0.5289). Estos efectos ponen de manifiesto la intensidad de esta

interaccion potenciando el efecto de la FLX a dosis efectivas.

En la figura 9 también se observa los efectos del grupo de animales a los que se les
administré Galanina(1nmol) por via i.c.v. en vez de GAL(1-15) para determinar si la
interaccion con la FLX es exclusiva del fragmento o también se produce con la
molécula completa. Se observdo como la Galanina(lnmol) no modificé ningin
parametro analizado en comparacion con el grupo de FLX(10mg/Kg). Estos
resultados confirman el efecto de potenciacion de la GAL(1-15) también sobre una
dosis efectiva de FLX y ademads, indican que la interaccion es exclusiva del

fragmento.
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D Vehic. + LCRa

- FLX(10mg/Kg) + LCRa
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Figura 9: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada analizados en el FST

tras la coadministracion de una dosis de FLX(10mg/Kg) y una dosis de GAL(1-15)(1nmol) o Galanina(1nmol).
La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. a las 23, 5 y 1h antes del test de Smin y la GAL(1-15), Galanina o

el LCRa se administraron por via i.c.v. 15min antes. Los resultados se expresan como la media + error estandar

de la media. *p<0.05, **p<0.01 frente al resto de grupos; #p<0.05, ##p<0.01 frente a Control y GAL(1-

15)(1nmol) segin un ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori.

n= 7-8 ratas por grupo.
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2.2- Evaluacion del papel de los receptores GALR2 en la interaccion
farmacologica entre GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando el antagonista

especifico M871 y un modelo de silenciamiento génico siGalR2.

En la figura 10, se muestra como la administracion del antagonista GALR2
MS871(3nmol) bloqued la potenciacion que GAL(1-15)(1nmol) produjo sobre los

efectos antidepresivos de la FLX a una dosis efectiva.

La presencia de M871(3nmol) en el grupo de animales administrados con
FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol) + M871(3nmol) bloque6 tanto la reduccion del
tiempo de inmovilidad (F323=10.20, p<0.01; nk: p<0.05) como en el incremento del
tiempo de natacion (Fs20=15.75, p<0.01; nk: p<0.01) inducida por la
coadministracion de FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol).

Dado que no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos administrados con FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol) + M871(3nmol) y el
grupo administrado solo con FLX(10mg/Kg) se sugiere que el M871 no bloquea los
efectos de la FLX (figura 10). Ademds, la administracion del antagonista
MS871(3nmol) por via i.c.v. 15min antes del test tampoco produjo efectos

significativos respecto al grupo control en el FST (tabla 7).

Estos resultados sugieren un papel fundamental del receptor GALR2 en el efecto

potenciador de GAL(1-15) sobre los efectos antidepresivos de la FLX en este test.
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Figura 10: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada analizados en el FST
tras la coadministracion de FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol) sola o en combinacion con el antagonista de
GALR2 M871(3nmol). La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. a las 23, 5 y 1h antes del test. GAL(1-15),
GAL(1-15)+M871 o el LCRa se administraron por via i.c.v. 15min antes del test. El grupo de Vehic.+LCRa fue
usado como control. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. #p<0.05, ##p<0.01
frente a FLX(10mg/Kg)+LCRa y FLX(10mg/Kg)+[GAL(1-15)(1nmol)+M871(3nmol)]; *p<0.05, **p<0.01

frente al resto de grupos segun un ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones

a posteriori n= 7-9 ratas por grupo.
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Inmovilidad Natacion Escalada
Control 128+3,5 (seg) 87+£10 (seg) 66+9 (seg)
M871(3nmol) 141£12 (seg) 68+9 (seg) 73+11 (seg)

El M871(3nmol) o LCRa se administrdé por via i.c.v. 15min antes del test. Todos los animales recibieron
inyecciones s.c. de Veh. a las 23, 5 y 1h antes del test. Los resultados se expresan como la media + error estandar
de la media. No hay ningun efecto estadisticamente significativo segun test de T-Student respecto controles. n=

7-8 animales por grupo.

Una vez determinado el papel fundamental del receptor GALR2 en la interaccion
GAL(1-15)-FLX por medio del antagonista M871, verificamos la implicacion de
dicho receptor mediante el uso de animales siGalR2 en el test de natacion forzada. Al
igual que en los experimentos anteriores, la GAL(1-15) o LCRa se administraron por
via i.c.v. 15min antes del test y la FLX o el Veh. se inyectaron por via s.c. con un

patron de inyecciones subcronico.

En la figura 11 se observo como la coadministracion de FLX(10mg/Kg) con GAL(1-
15)(Inmol) en ratas siGalR2 no produjo diferencias significativas en ninguno de los
parametros estudiados en comparacion con el grupo inyectado solo con
FLX(10mg/Kg), lo que indica que en este modelo la GAL(1-15) no potenci6 los
efectos de la FLX en el FST.

Ademas, en ratas siGalR2, la administracion de FLX(10mg/Kg) indujo un descenso
en el tiempo de inmovilidad (F;,17=5.932, p<0.05; nk: p<0.05) y un incremento en el
tiempo de natacion (F,,17=5.932, p<0.01; nk: p<0.01) respecto al grupo control. Este
efecto se reprodujo en el grupo tratado con FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol)
donde se observo un descenso en el tiempo de inmovilidad (F»,17=5.932, p<0.05; nk:
p<0.01) y un incremento en el tiempo de natacion (F,,17=5.932, p<0.01; nk: p<0.05)
también comparado con el grupo control de ratas siGalR2. En conjunto estos
resultados indican que el efecto de la FLX en este test es independiente de los
receptores GALR2 y que el fragmento GAL(1-15) deja de tener un efecto

potenciador sobre la dosis efectiva de la FLX en los animales siGalR2. Se sugiere
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por tanto que el receptor GALR2 tiene un papel fundamental en la interaccioén

GAL(1-15)-FLX.
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Figura 11: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada en ratas siGalR2 tras la
coadministracion de una dosis efectiva de FLX(10mg/Kg) sola o con GAL(1-15)(1nmol). La FLX o el Veh. se
administraron por via s.c. a las 23, 5 y 1h antes del test. La GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via i.c.v.
15min antes del test. El grupo de Veh..+ LCRa fue usado como control. Los resultados se expresan como la
media + error estandar de la media. *p<0.05, **p<0.01 respecto al grupo control segin un ANOVA de una via

seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori n= 7-9 ratas por grupo.
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2.3- Evaluacion del papel de los receptores GALRI1 en la interaccion
farmacologica entre GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando un modelo de
silenciamiento génico siGalR1.

Primero se realizaron los experimentos de qPCR-rt e inmunohistoquimica para
determinar la reduccion de los niveles de expresion del receptor GALRI tras la

administracién i.c.v. del reactivo comercial siRNA-GALRI1.

En la figura 12 se muestran los niveles de expresion de los ARN mensajeros de los
receptores GALR1 A) y GALR2 B) tras la administracion de Spug del reactivo
siRNA-GALRI. Los animales recibieron por via i.c.v. el siRNA-GALR1 alos 4, 6y
8 dias antes de la obtencion del hipocampo dorsal. Al grupo control se le administrd

Veh. por via i.c.v. 8 dias antes del sacrificio.

Se observd que en el cuarto y sexto dia tras la administracion de siRNA-GALRI1
habia una reduccion en torno el 30% en los niveles de ARN mensajero de GALR1
(F326=15.72, p<0.01; nk: p<0.01) respecto al grupo control. Esta reduccioén alcanzo
el 50% al octavo dia, con una diferencia significativa respecto a los dias 4 y 6
(F326=15.72, p<0.01; nk: p<0.01) (figura 12A). Al mismo tiempo, los niveles de
expresion del ARN mensajero de GALR2 no se vieron modificados por la

administracién de siRNA-GALRI1 (figura 12B).
Estos resultados sugieren que al octavo dia tras la administracion i.c.v. de siRNA-

GALRI, los niveles de expresion del ARN mensajero de GALRI alcanzan su

minima expresion sin alterar los niveles de ARN mensajero de GALR2.

120



Resultados

A siGalR1

1.5+
5 ; [ vehic.
8 5
ES 104 — Dia 4
X ol
% ,'_]r: VA Di‘d 6
o O
7.'-: E 0.5+ . Di‘d 8
2z 4
Z

0.0
B siGalR|1

1.5-
= D Vehic.
20 o
L N F Ry
Sa 10] =1 N Dia4
£ o
3 < \ Dia 6
L N
L = 0.5+
> B piag
Z 5

s & R

Figura 12: Representacion grafica de los niveles de expresion del ARN mensajero obtenido en el hipocampo
dorsal medidos por qPCR-rt de los receptores GALR1 A) y GALR2 B) respecto al gen de referencia GAPDH en
ratas siGalR1 sacrificadas a los 4, 6 y 8 dias tras la inyeccion de siRNA-GALRI por via i.c.v. Los niveles de los
respectivos ARN mensajeros estan normalizados respecto la expresion del ARN mensajero correspondiente en
animales inyectados con Veh. (Delivery media). Los resultados se expresan como la media + error estandar de la
media. **p<0.01 frente al grupo Control; ##p<0.01 frente a los dias 4 y 6 segin un ANOVA de una via seguido

del test de Newman-Keuls para las comparaciones a posteriori n=4 ratas por grupo.

Una vez determinado el dia de menor expresion del ARN mensajero del receptor
GALRI, mediante inmunohistoquimica cuantificamos la expresion del receptor
GALRI en el giro dentado (GD) y la region CA1 del hipocampo dorsal de ratas
siGalR1 al octavo dia tras la administracion i.c.v. de 5ug de siRNA-GALRI. Se
observd que tanto en el GD (t;4=2.359, p<0.05) como en CAI (t;4=2.317, p<0.05) la
administraciéon de siRNA-GALRI provocaba una reduccion del 30% en relacion al

grupo control.
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Los resultados obtenidos en los experimentos de qPCR-rt e inmunohistoquimica
indicaron que al octavo dia tras la administracion del siRNA-GALRI1 se observaba la

maxima reduccion en la expresion del receptor GALRI.
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Figura 13: A) Representacion grafica de la expresion del receptor GALR1 en las regiones CAl y GD del
hipocampo dorsal estimada mediante la cuantificacion de la densidad optica (D.O.) de la sefial obtenida por
inmunohistoquimica a los 4, 6 y 8 dias tras la inyeccion i.c.v. de Spug siRNA-GALRI. Los resultados se expresan
como la media =+ error estandar de la media *p<0.05 segiin test de T-Student respecto al grupo control. n= 7-8
animales por grupo. Microfotografias de las regiones de CAl B) y el GD C) representativas de la

inmunohistoquimica realizada en animales inyectados con Veh. y animales 8 dias después de la inyeccion i.c.v.

de siRNA-GALRI.
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Para poder estudiar el papel de GALRI1 en la interaccion GAL(1-15)-FLX
empleamos animales siGalR1 obtenidos como se describe en apartados anteriores. En
la figura 14 se muestran los efectos de la administracion de A) FLX(10mg/Kg) y B)
de la coadministracion de FLX(10mg/Kg) junto con GAL(1-15)(Inmol) en animales
siGalR1.

En primer lugar se observd como la administracion de FLX(10mg/Kg) en ratas
siGalR1 produjo un descenso en el tiempo de inmovilidad (t;6=2.778, p<0.01) y un
incremento en el tiempo de natacion (t;6=2.041, p<0.05) en relacion con el grupo
control de ratas siGalR1. Estos resultados indican que la reduccién del receptor

GALRI1 no afecta a la accion antidepresiva de la FLX en el FST.

Sin embargo, en los animales siGalRl, el fragmento GAL(1-15)(Inmol)
coadministrado junto con FLX(10mg/Kg) no produjo diferencias significativas en

ninguno de los parametros estudiados en comparacion con la FLX(10mg/Kg).

Estos resultados indican que en el modelo de ratas siGalR1 la FLX conserva el efecto
antidepresivo en el test de natacion forzada, pero el fragmento GAL(1-15) deja de
tener un efecto potenciador sobre el efecto de la FLX, sugiriendo un papel

fundamental del receptor GALRI1 en la interaccion de GAL(1-15)-FLX.
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Figura 14: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada en ratas siGalR1 tras la
administracion de A) una dosis efectiva de FLX(10mg/Kg) o Veh. B) una dosis efectiva de FLX(10mg/Kg) sola o
con GAL(1-15)(1nmol). La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. mediante un patrén de inyeccion
subagudo a las 23, 5 y 1h antes de realizar el test de Smin y la GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via
i.c.v. 15min antes del test. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05,

**p<0.01 segun test de T-Student respecto a control. n= 7-9 ratas por grupo.
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3- Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel

de los receptores serotoninérgicos S-HT1A

3.1- Evaluacion del papel del 5S-HT1AR en la interaccion farmacologica entre
GAL(1-15) y FLX en el FST, empleando el antagonista especifico Way100635.
Para estudiar la implicacion de 5-HTIAR en la interaccion GAL(1-15)-FLX
empleamos el antagonista del 5S-HT1AR Way100635. Los patrones de inyeccion
fueron iguales a los descritos en experimentos anteriores. El Wayl100635, el
fragmento GAL(1-15) o el LCRa se administraron solos o en combinacioén por via
i.c.v. 15min antes del test. En la figura 15 se muestra como la administracion i.c.v. de
Way100635 a una dosis de 6 nmol bloquea el efecto potenciador de GAL(1-
15)(1nmol) sobre la FLX(10mg/Kg). Se observdo como la administracion con
FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(Inmol) + Way100635(6nmol) produjo un bloqueo del
efecto potenciador de GAL(1-15) sobre la FLX, ya que indujo un descenso en el
tiempo de inmovilidad (Fs30=4.243, p<0.05; nk: p<0.05) y un incremento en el
tiempo de natacion (F320=16.83, p<0.01; nk: p<0.01) comparado con el grupo tratado
con FLX(10mg/Kg) y GAL(1-15)(1nmol).

La presencia de Way100635(6nmol) no modificé la accion de la FLX(10mg/Kg) en
ninguno de los pardmetros observados, lo que sugiere que el antagonista del 5-

HT1AR Way100635, con este patron de administracion, no interfiere en los efectos

de la FLX.

En la tabla 8 se muestran los resultados del efecto del antagonista
Way100635(6nmol) comparados con un grupo control. El Way100635 indujo un
descenso en el tiempo de inmovilidad (t;3=2.671, p<0.01) y un incremento en el
tiempo de escalada (t13=2.2, p<0.05) comparado con el grupo control, sin afectar al

tiempo de natacion (t;3=0.213, p=0.4171).
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En conjunto los resultados obtenidos sugieren la participacion del 5-HT1AR en la
potenciacion del efecto de GAL(1-15) sobre la FLX. Ademads, aunque el antagonista
Way100635 parece tener un efecto en el comportamiento per se, no parece que

interfiera en el efecto de la FLX administrada a la dosis y tiempos indicados.
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Figura 15: Representacion grafica de los parametros de inmovilidad, natacion y escalada tras la administracion
de FLX(10mg/Kg) sola o en combinaciéon con Way100635(6nmol) y la administracion de FLX(10mg/Kg) con
GAL(1-15)(1nmol) o GAL(1-15)(1nmol)+Way100635(6nmol). La FLX se administr6 por via s.c. alas 23,5y 1h
antes de realizar el test de Smin. La GAL(1-15) y/o el Wayl100635 o el LCRa se administraron por via i.c.v.
15min antes del test. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. *p<0.05, **p<0.01
frente al resto de grupos segun un ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones

a posteriori n= 7-9 ratas por grupo.
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Inmovilidad Natacion Escalada
Control 130+4 (seg) 8449 (seg) 67£8 (seg)
Way100635(6nmol) 101£12 (seg)** 87+5 (seg) 95+10 (seg)*

El Wayl100635 o LCRa se administro por via i.c.v. 15min antes del test. Todos los animales recibieron
inyecciones s.c. de Veh. a las 23, 5 y 1h antes del test. Los resultados se expresan como la media + error estandar

de la media. *p<0.05, **p<0.01 segun test de T-Student respecto controles. n= 7-8 animales por grupo.

3.2- Estudio del efecto de la coadministracion de GAL(1-15) y FLX sobre las
caracteristicas funcionales y la expresion del ARNm del 5-HT1AR en el RD y el
hipocampo dorsal.

Para estudiar si la interaccion observada en los experimentos de comportamiento
producia alguna modificacion en las caracteristicas del 5-HT1AR, analizamos la
afinidad (Kd) y el nimero de sitios de union (Bmax) del 5-HT1AR en el GD, en la
region CA1 del hipocampo dorsal y en el RD mediante un experimento de saturacion
empleando el agonista del 5-HT1AR 8-OH-DPAT marcado con “H. La FLX se
administré por via s.c. a las 23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales y la

GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via i.c.v. 30min antes del sacrificio.

En la figura 16 se observa que, en la region del GD del hipocampo, la
coadministracion de FLX(10mg/Kg) con GAL(1-15)(1nmol) produjo un descenso de
entorno al 30% en el valor de la Kd (t9=2.916, p<0.01) y de un 15% en la Bmax
(t=2.277, p<0.05) comparado con el grupo de animales inyectados con la dosis
efectiva de FLX(10mg/Kg). En la figura 16 también se muestran imagenes
representativas de los autorradiograma obtenidos en el experimento de
autorradiografia con secciones de tejido incubadas con [*H]-8-OH-DPAT a una

concentracion de 1nM.

Sin embargo, en el resto de regiones analizadas, la region CA1 del hipocampo y el

RD (tabla 9), la administracion de FLX(10mg/Kg) con GAL(1-15)(1nmol) no
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produjo ningun efecto significativo ni en la Kd ni en la Bmax comparado con el
grupo de animales inyectados solo con FLX(10mg/Kg).

Los resultados sugieren que la coadministracion de FLX(10mg/Kg) con GAL(1-
15)(Inmol) modificé los parametros Kd y la Bmax del 5-HT1AR especificamente en
la region del GD del hipocampo.

A Kd-DG Bmax-DG
1.5+
3
o
< z.
C )
3
- FLX(10mg/Kg) + LCRa - FLX(10mg/Kg) + GAL(1-15)(Inmol)
B

[3H]-8-OH-DPAT = 1nM

Figura 16: A) Representacion grafica de la Kd (afinidad) y la Bmax (densidad) de los 5-HT1AR en el GD tras la
administracion de FLX(10mg/Kg) sola o junto con GAL(1-15)(1nmol). La FLX se administré por via s.c. a las
23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales y la GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via i.c.v. 30min
antes. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media *p<0.05, **p<0.01 segln el test de
T-Student respecto a FLX(10mg/Kg). n= 6 animales por grupo. B) Autorradiogramas representativos del aumento
de afinidad del 5-HTIAR por el radioligando [*H]-8-OH-DPAT (1nM) obtenido en el GD por la
coadministracion de FLX con GAL(1-15).
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RD CAl
Bmax Bmax
Kd(nM) (fm/mg prot) Kd(nM) (fm/mg prot)
FLX(10mg/Ke) 49401240 14,56 438,817 1,4£0,2
+LCRa
FLX(10mg/Key* 12794 29,1 455242 1,420,2
GAL(1-15)(1nmol) 77812279 ’ 35,226 A0,
La FLX se administro6 por via s.c. a las 23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales y la GAL(1-15) o el LCRa se
administraron por via i.c.v. 30min antes. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media.
No se observa ningtin efecto estadisticamente significativo segln test de T-Student. n= 6 animales por grupo.

Ademas de estudiar las posibles modificaciones de las caracteristicas del S-HT1AR
en la interaccion GAL(1-15)-FLX, analizamos la expresion del ARN mensajero del
5-HT1AR en las mismas regiones mediante un experimento de hibridacion in situ.
La FLX se administrd por via s.c. a las 23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales

y la GAL(1-15) o el LCRa se administraron por via i.c.v. 30min antes del sacrificio.

En la figura 17 se observa que la coadministracion de FLX(10mg/Kg) con GAL(1-
15)(Inmol) indujo un incremento significativo de los niveles de ARN mensajero del
5-HT1AR en las regiones del GD (F;;7=5.033, p<0.05; nk: p<0.05) y del CAl
(F3.15=8.803, p<0.01; nk: p<0.05) del hipocampo dorsal en comparacion con el resto

de grupos. Este efecto no se observo en el RD (tabla 10).

Los resultados sugieren que la coadministracion de FLX(10mg/Kg) junto con
GAL(1-15)(Inmol) induce un aumento de la expresion del ARN mensajero del 5-
HT1AR en las regiones del CA1 y del GD en el hipocampo dorsal y no en el RD tras

la administracion de las sustancias con el patron de inyecciones descrito.
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Figura 13: A) Representacion grafica de los niveles de expresion del ARN mensajero del 5-HT1AR en las
regiones del hipocampo dorsal del GD y CA1 tras la administracion de FLX(10mg/Kg) sola o junto con GAL(1-
15)(1nmol). La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. a las 23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales y la
GAL(1-15) o el Veh. se administraron por via i.c.v. 30min antes. Los resultados se muestran como la media +
error estandar de la media de densidades Opticas expresadas en porcentaje respecto control. *p<0.05 frente al
resto de grupos segiin un ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls para las comparaciones a
posteriori. n=6 ratas por grupo. B) Autorradiogramas representativos del GD mostrando el aumento en los niveles
de expresion de ARN mensajero para 5-HT1AR tras la coadministracion de FLX(10mg/Kg) y GAL(1-
15)(1nmol).

Control GAL(1-15) FLX GAL(1-15)(1nmol)
(1nmol) (10mg/Kg) +FLX(10mg/Kg)

5-HT1AR mRNA
levels 1004 95,7+5 98,2+5 108,3+7
(%respecto control)
La FLX o el Veh. se administraron por via s.c. a las 23, 5 y 1,25h antes de sacrificar los animales y la GAL(1-15)
o el Veh. se administraron por via i.c.v. 30min antes. Los resultados se expresan como la media + error estandar
de porcentajes respecto control. No se observa ningliin efecto estadisticamente significativo (F3;9=0,4128;
p=0,98), n= 6 animales por grupo, segun un ANOVA de una via. n= 6 animales por grupo.
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Discusion

Papel del fragmento GAL(1-15) en ansiedad y depresion. Desarrollo de modelos
de homologia de los receptores GALR1 y GALR2.

Para estudiar los efectos de la administracion central del fragmento GAL(1-15)
realizamos experimentos empleando dos pruebas conductuales de ansiedad y
depresion en animales de experimentacion. El uso de modelos animales para
investigar los trastornos del estado de 4nimo, como el TDM, presenta limitaciones
evidentes considerando la complejidad de la sintomatologia asociado a dichos
trastornos (DSM-V, 2013; McGonigle, 2014). Una de las principales limitaciones
consiste en la traslacion de algunos de estos sintomas caracteristicos a los modelos
animales, como por ejemplo la ideacion suicida o los sentimientos de culpa
(Deussing, 2006). Sin embargo, algunos de los sintomas mas caracteristicos
asociados a los trastornos depresivos o de ansiedad se pueden estudiar de forma
aislada en modelos animales. Asi por ejemplo, el comportamiento de desesperanza
puede ser evaluado de forma independiente en modelos animales (Hasler et al., 2004;
Deussing, 2006), lo que permite el uso de estos animales de experimentacion para
estudiar el TDM. En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion se muestran
los efectos de la administracion central del fragmento GAL(1-15) en las pruebas de
conducta animal del OF y el FST (Millon et 2015). Aunque ambas pruebas tienen
una probada validez para determinar los efectos de distintas sustancias en relacion
con la ansiedad y la depresion, en la presente tesis hemos profundizado en los efectos
del fragmento en dos pruebas de comportamiento diferentes como son el test de
suspension de la cola (Steru et al, 1985; Hinojosa et al 2005) y el test de
luz/oscuridad (Crawley and Goodwin 1980; Hascoet and Bourin, 1998; Grivas et al.,
2013; Desikan et al., 2014). Dichas pruebas han sido también ampliamente usadas
para el estudiar la conducta relacionada con la depresion y ansiedad y presentan una

excelente validez predictiva o farmacologica (Cryan et al., 2005; Hascoet and

Bourin, 1998).
El test de suspension de la cola es una de las pruebas de comportamiento mas

ampliamente utilizada para valorar la conducta depresiva y antidepresiva (Steru et

al., 1985; Chermat et al., 1986). Este test estd basado en la hipodtesis de que un
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animal normal sometido a una situacién inescapable y aversiva alterna entre dos
tipos de comportamientos, una conducta de escape o agitacion y una conducta de
pardlisis o inmovilidad. El comportamiento de inmovilidad en este tipo de test se
considera como una conducta de desesperanza indicadora de un efecto prodepresivo
(Steru et al., 1985; Chermat et al., 1986). En el test, el animal permanece suspendido
de la cola durante 6min a una altura suficiente como para que no pueda apoyarse.
Durante el tiempo de realizacion del test las conductas de inmovilidad y los
comportamientos activos, incluyendo los movimientos de lucha, mordisqueo del
sistema de fijacién de la cola y torsiones del cuerpo o tirones son registrados y

analizados posteriormente (Hinojosa et al., 2005; Yan et al., 2014).

Este test tiene una probada validez farmacologica para analizar el posible efecto de
un compuesto sobre la conducta de los animales ya que numerosos antidepresivos
han mostrado una reducciéon en la conducta de inmovilidad en dicho test. Algunos
ejemplos de farmacos antidepresivos probados en el test de suspension de la cola son
los de tipo triciclicos como la despiramina o la desipramina y los antidepresivos
inhibidores de la recaptacion de serotonina Citalopran y Fluoxetina (Cryan et al.,

2005).

Los resultados presentados en esta tesis muestran como en el test de suspension de la
cola, la administracion i.c.v. de GAL(1-15) a una dosis de 3nmol produce un
aumento en el tiempo de inmovilidad, sugiriendo un efecto prodepresivo de la
GAL(1-15) en esta prueba. El hecho de que encontremos este efecto, demuestra la
importancia del fragmento GAL(1-15) en la regulacion de la conducta relacionada
con la depresion al favorecer la aparicion de conductas indicativas de estados
depresivos. Los resultados presentados en esta tesis junto con los trabajos previos de
nuestro grupo, donde se muestran un efecto prodepresivo de GAL(1-15) en el FST,

indican claramente que la administracion exdégena de GAL(1-15) induce la aparicion

de conductas consistentemente asociadas con la depresion, al menos en dos test de

desesperanza en animales de experimentaciéon como son el FST y el test de

suspension de la cola.
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Por otro lado, trabajos previos muestran que existen zonas especificas de union para
GAL(1-15) en el RD y el hipocampo, regiones consistentemente asociadas con la
sintomatologia depresiva y con los efectos beneficiosos de los antidepresivos (Dean
and Keshavan, 2017; Descarries and Riad, 2012; Bortolozzi et al., 2012), por lo que
estas regiones podrian estar involucradas en el efecto observado (Hedlund et al.,
1992). Ademas, el efecto del fragmento GAL(1-15) se comparo con los efectos de la
molécula completa a una dosis equimolar, obteniéndose unos efectos prodepresivos
mucho mas potentes en el FST con la administracion del fragmento que con la

administracion del péptido completo (Millon et al., 2015).

Como se ha mencionado anteriormente, una de las principales funciones asociadas a
la GAL es la regulacion del estado de animo. En relacion con su papel en el TDM es
relevante el hecho de que la GAL se sintetiza en regiones del SNC muy relacionadas
con el TDM como el RD donde se coexpresa en las neuronas serotoninérgicas junto
con la serotonina (Melander et al., 1986) y que su administraciéon i.c.v. induce un
descenso en los niveles de serotonina en zonas de proyeccion serotoninérgicas como
la formacién hipocampal y la corteza prefrontal (Fuxe et al., 1988). A nivel de
comportamiento, estudios realizados empleando el FST muestran que la GAL
produce un efecto prodepresivo en esta prueba cuando se administra en nticleos
como el ATV (Weiss et al., 1998) o por via i.c.v. (Kuteeva et al., 2007). Estos
efectos prodepresivos han sido reproducidos en trabajos de nuestro grupo de
investigacion donde la administracion de GAL a una dosis de 3nmol por via i.c.v
induce un aumento del tiempo de inmovilidad y una reducciéon en el tiempo de
natacion en el FST en ratas (Millon et al., 2015). Los resultados obtenidos en esta
tesis confirman la importancia de los efectos del fragmento en comparaciéon con los
de la molécula completa de GAL, ya que amplian los efecto del fragmento a otra

tarea de comportamiento animal como es la del test de la cola.

En relaciéon a los modelos animales desarrollados para estudiar las conductas
relacionadas con la ansiedad, los mas frecuentes son los modelos de ansiedad
incondicionada, como el empleado en esta tesis doctoral, el test de luz/oscuridad

(Crawley and Goodwin, 1980). Este test se basa en la aversion natural de los
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roedores por las zonas iluminadas y en su tendencia a explorar nuevos entornos
(Hascoet and Bourin, 1998). El test consiste en situar a los animales en un
compartimento pintado de blanco e iluminado por una bombilla de 40W. El
compartimento estd conectado, por medio de una compuerta, a otro de iguales
dimensiones pero pintado de negro y sin iluminacién, permitiéndose la libre
exploracion del animal entre ambos compartimentos durante Smin (Grivas et al.,

2013).

De los pardmetros analizados en este test que nos permiten evaluar el estado de
ansiedad del animal, el tiempo de permanencia en el compartimento iluminado es el
indicador més vélido de un comportamiento ansiolitico o ansiogénico (Hascoet and
Bourin, 1998). Por su parte, el tiempo de latencia de entrada por primera vez en el
compartimento oscuro (latencia) asi como el tiempo del primer retorno al
compartimento iluminado (latencia de retorno) puede indicar un aumento general en
la locomocidn, un incremento de la desinhibicion o considerarse un comportamiento

indicativo de ansiedad (Desikan et al., 2014).

El test de luz/oscuridad ha demostrado ser muy util en el estudio del comportamiento
de ansiedad y es una de las pruebas mas ampliamente utilizadas para evaluar los
efectos ansioliticos y ansiogénicos de distintas sustancias en roedores (Hascoet and
Bourin, 1998). En este sentido, se ha demostrado que la administracion de farmacos
ansioliticos clinicamente efectivos como el fenobarbital y el clordiazepdxido
producen un descenso en el tiempo que pasan los roedores en el compartimento
oscuro en este test, aumentando el tiempo en el comportamiento iluminado. Por el
contrario, la administracion de sustancias ansiogénicas como la B-carbolina FG-7142
reduce significativamente el tiempo que los animales pasan en el compartimento

iluminado (Kilfoil et al., 1989).

En el test de luz/oscuridad la administracion i.c.v. de GAL(1-15) a una dosis de
3nmol produce un incremento en el tiempo de permanencia en el compartimento
oscuro asi como un descenso en la latencia de entrada en el compartimento oscuro y

un incremento en el tiempo de latencia de retorno al compartimento iluminado. Estos
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resultados en conjunto sugieren que la administracion exdgena de GAL(1-15) induce

una conducta ansiogénica en este test.

Es interesante destacar la intensidad del efecto ansiogénico de la GAL(1-15) en los
resultados presentados en esta tesis en el test de luz/oscuridad, ya que son
comparable con los efectos de fArmacos con efectos ansioliticos como el FG-7142 o
el pentilenotetrazol (Kilfoil et al., 1989). Los resultados presentados en esta tesis son
consistentes con los obtenidos en trabajos previos de nuestro grupo empleando la
prueba del OF (Millén et al., 2015), donde ademés determinamos que GAL(1-15) no
provoca alteraciones locomotores. Podemos concluir, por tanto, que la

administracion  exogena de GAL(1-15) induce la aparicion de conductas

consistentemente asociadas con la ansiedad al menos en las pruebas de ansiedad

incondicionada empleadas.

En relacion a la molécula completa de GAL, su papel en la regulacion de la ansiedad
en roedores también es bien conocido y complejo. La GAL se sintetiza junto con la
NA en el LC y en neuronas del hipotadlamo que secretan CRF y vasopresina ademas
de en otros nucleos relacionados con el comportamiento ansioso (Melander et al.,
1986; Mazzocchi et al., 1992). Los efectos de la GAL sobre la ansiedad varian
dependiendo del lugar de administracion. Por ejemplo, la GAL administrada por via
i.c.v. produce un efecto ansiolitico en el test de conflicto de Vogel (Bing et al.,
1993), pero cuando se administra directamente en la amigdala produce un efecto
ansiogénico en la misma prueba (Moller et al., 1999). Ademas del lugar de
administracién, son varios los autores que indican que los efectos de la GAL
dependen de las condiciones de estrés previas a las prueba de comportamiento
(Holmes and Picciotto, 2006). Asi se ha demostrado que los efectos ansioliticos de la
GAL solo se observan en animales testados bajo condiciones estresantes (Morilak.,

et al., 2003; Barrera et al., 2005).
En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion (Narvéez et al., 2014; Millon

et al., 2015) donde empleamos una prueba para evaluar la ansiedad incondicionada

como el OF (Walsh, 1976), la administracion i.c.v. de GAL a una dosis de 3nmol en
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ratas no produjo ningun efecto modulador del comportamiento ansioso (Narvéaez et
al., 2014; Millon et al., 2015). Sin embargo, como acabamos de mencionar, la
administracion del fragmento GAL(1-15) en la misma prueba por via i.c.v. a una
dosis equimolar, si produce una respuesta ansiogénica en este test, ya que se observo
un descenso del tiempo de permanencia y ntimero de entradas en la zona central
(Millén et al., 2015), resultados indicativos de un comportamiento ansiogénico en el
OF (Prut y Belzung, 2003). La prueba del OF también permite valorar los posibles
efectos locomotores que pudiera tener la administracion de diferentes sustancias
sobre la conducta de los animales y que pudieran enmascarar la explicacion de los
resultados en relacion a la ansiedad (Campos et al., 2013). La administracion de
GAL(1-15) 3nmol por via i.c.v. no modifica la velocidad media de los animales ni la
distancia total recorrida por los mismos durante el desarrollo de la prueba (Millon et

al., 2015).

Los estudios conductuales realizados en esta tesis con el fragmento GAL(1-15) nos

permiten concluir que este péptido induce un potente efecto ansiogénico y

prodepresivo, contribuyendo a clarificar la implicacion y el papel que juega el

fragmento GAL(1-15) en los trastornos del estado de &nimo.

Los efectos diferenciales del fragmento GAL(1-15) respecto a la molécula completa
de GAL, a nivel conductual, en la regulacion del estado de 4nimo se suman a otros
efectos fisiologicos previamente demostrados en el SNC y confirman un papel
especifico de este péptido en la comunicacion neuronal. Asi por ejemplo, en la
regulacion e integracion de la respuesta cardiovascular la administracion
intracisternal de GAL o GAL(1-15) induce efectos diferentes en la presion arterial y
el ritmo cardiaco (Narvaez et al., 1994; Narvaez et al., 2000). Los estudios realizados
para profundizar en los mecanismos subyacentes implicados en la mediacion de estos
efectos cardiovasculares también mostraron que ambos péptidos interaccionan de
forma distinta con receptores implicados en la regulacién e integracion de la
respuesta cardiovascular como son los receptores a2 adrenérgicos y de angiotensina
IT (Diaz-Cabiale et al., 2000; Diaz-Cabiale et al., 2005a) asi como con los receptores
de NPY en el NTS (Diaz-Cabiale et al., 2010).
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Los distintos mecanismos moleculares que median las acciones de GAL(1-15) en
comparacion con la GAL también se han puesto de manifiesto en experimentos de
autorradiografia realizados con el fragmento marcado radiactivamente con I'*, que
han revelado la presencia de sitios de unidon con mucha mayor afinidad por el
fragmento GAL(1-15) que por la molécula completa en regiones muy relacionadas
con las funciones fisioldgicas asociadas a GAL(1-15) como la corteza cerebral, el
hipocampo dorsal, el cuerpo estriado, el hipotdlamo y algunas regiones del tronco
encefalico como la porcion dorsal del nucleo del tracto solitario (NTS) (Hedlund et
al., 1992). Estudios més recientes realizados con la técnica del PLA en secciones de
tejido del RD y del hipocampo, asi como estudios celulares realizados con la técnica
del BRET (Borroto-Escuela et al., 2014; Millon et al., 2015), revelan ademas que es

necesaria la formacion de heterodimeros GALRI-GALR?2 en estas regiones para que

el fragmento pueda tener efecto.

Los resultados presentados en esta tesis confirman el papel relevante de GAL(1-15)
en distintas funciones del SNC en ratas y en concreto, asociado a las alteraciones del
estado de 4animo como los comportamientos de ansiedad y depresion. Es interesante
destacar que desde un punto de vista clinico, ademas del conjunto de sintomas
asociados al TDM, en los manuales diagndsticos la angustia ansiosa es un
especificador que en el TDM se ha asociado con un mayor riesgo de suicidio, una
mayor duracion de la enfermedad y una mayor probabilidad de falta de respuesta al
tratamiento (DSM-V, 2013). El perfil de comportamiento observado con la
administracion de GAL(1-15) nos permite sugerir la importancia de este
neuropéptido como diana farmacoldgica para el diseio de nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento del TDM, especialmente cuando presenta una

sintomatologia de angustia ansiosa.

Como acabamos de mencionar, estudios desarrollados en nuestro grupo de
investigacion han descrito que el fragmento GAL(1-15) actua a través de la
formacion del complejo heteroreceptor GALR1-GALR2 (Fuxe et al., 2008, 2012;
Borroto-Escuela et al., 2014; Millén et al., 2015). Estos heteroreceptores se han

localizado en regiones cerebrales clave para el TDM como son el hipocampo dorsal
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y el RD (Millén et al.,, 2015). Los mecanismos de accion involucrados en la
formacion de estos complejos de heteroreceptores GALR1-GALR2 implican
fendémenos de cambio de sefializacion intracelular donde se inhiben las vias de
senalizacion mediadas por Gq/11 de los protomeros GALR2 y se potencian las vias
mediadas por Gi/0 de los protdomeros GALRI1 (figura 1) (Borroto-Escuela et al.,
2014; Millon et al. 2015).

GALR2 GALRI

Figura 1: Esquema representativo del cambio de sefializacion intracelular que se produce en la formacion del
heterodimero GALR1-GALR2, donde el protomero GALR2 deja de activar la via mediada por Gq/11 y se
potencia la via Gi/0. Modificado de Borroto-Escuela et al., 2014 y empleando los modelos de homologia

generados en esta tesis.

Por otro lado, la determinacion estructural de los receptores implicados en la
formacion de los heterodimeros puede ser de gran relevancia para la investigacion y

desarrollo de nuevos farmacos (Pierce et al., 2002; Overington et al., 2006;
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Constanzi and Wang, 2014) asi como para profundizar en los mecanismos

moleculares que median en la formacion del heterodimero GALR1-GALR?2.

Hasta la fecha no existen estructuras tridimensionales disponibles de los receptores
GALR1 y GALR2 y los modelos computacionales desarrollados, no incluyen la
secuencia completa de los receptores, excluyéndose parte o todos los aminoécidos de
los extremos N y C-terminales (Jurkowski et al., 2013; Hui et al.,, 2016). Estos
modelos computacionales se han usado para el estudio de la interaccién entre
distintos ligandos, como la GAL y algunos antagonistas, y los receptores
galaninérgicos, sefialando algunos residuos de los receptores que pueden ser claves

para la activacion de los receptores (Hui et al., 2016).

En esta tesis, dado que estamos interesados en estudiar no solo los mecanismos
moleculares implicados en la interaccion entre ligandos y receptores sino también en
los mecanismos implicados en la formacion de los heterodimeros GALR1-GALR2,
desarrollamos por primera vez modelos de homologia que si incluyen la secuencia

completa de los receptores, incluyendo los extremos N y C-terminales completos.

Son varios los trabajos computacionales dedicados al andlisis de la interaccion entre
GPCRs que sefialan que ademas del papel de los segmentos transmembrana en la
formacion de los heterodimeros también es importante la participacion de la hélice 8,
situada en el extremo C-terminal de los GPCRs, en la formacion de los complejos de
receptores (Filizola et al., 2006; Simpson et al., 2010; Gorinski et al., 2012; Johnson
et al., 2012). Ademads, como acabamos de mencionar, en el caso particular de la
formacion del heterodimero GALR1-GALR?2 se produce un cambio de sefializacion
intracelular de forma que se inhibe la via Gg/11 y se potencia la Gi/0. Dado que la
hélice 8, situada en el extremo C-terminal, estd implicada en los mecanismos de
sefializacion intracelular (Sensoy, 2014) y puede, ademads, interaccionar con la
fosfolipasa C (Huynh et al., 2009) activada por Gq/11, podemos suponer que el
extremo C-terminal de GALR2 sufre alglin tipo de modificacion o interaccion en la
formacion del heterodimero clave para este cambio de sefializacion. Estos datos y el

hecho de no poder descartar el papel del extremo N-terminal en la formacion del
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heterodimero GALR1-GALR?2 nos llevaron a desarrollar modelos de homologia que

incluyeran la secuencia completa de aminoacidos de los receptores GALRI y

GALR2.

El desarrollo de los modelos de homologia de los receptores GALR1 y GALR2
se llevo a cabo empleando varias herramientas informdticas integradas en el software
DiscoveryStudio siguiendo 5 pasos secuenciales: A- Busqueda de proteinas con
estructuras 3D conocidas relacionadas con la secuencia diana (alineamiento). B-
Seleccion de las estructuras que se utilizaran como plantillas C- Alineamiento de las
estructuras de las plantillas con la secuencia modelo. D- Ensamblaje del modelo de

homologia. E- Evaluacion del modelo y refinamiento (Eswar et al., 2007; Fiser,

2010).

Asi, tanto para GALRI como para GALR2 se buscaron y seleccionaron las
secuencias de proteinas cristalizadas en la base de datos PDB que tuvieran una
identidad secuencial superior al 20% comparado con las secuencias de ambos
receptores. En el caso de los GPCRs este porcentaje de similitud de secuencia es
suficiente debido a la fuerte conservacion estructural de este tipo de receptores
(Gonzalez et al., 2014). Ademas, las proteinas seleccionadas en esta fase, también se
eligieron considerando un emparejamiento que cubriera lo méximo posible de la
secuencia de GALRI y casi toda la secuencia de GALR2, incluyendo los extremos N
y C-terminales. Mediante los programas MODELLER (Esward et al., 2007) y
Align123 (Thompson et al., 1994), ambos integrados en el software
DiscoveryStudio, se procedi6 a realizar el alineamiento estructural de los receptores
seleccionados mediante la superimposicion de las regiones estructuralmente
equivalentes (Kufareva and Abagyan, 2012). Posteriormente se generaron 20
modelos de homologia para cada receptor a partir de la secuencia de los receptores y
la estructura superpuesta de las proteinas usadas como moldes. De estos modelos,
escogimos uno por cada receptor segin el parametro DOPE (Shen and Sali, 2006).
Por tultimo, los modelos se refinaron aplicando una herramienta de prediccion de

ionizacion de los residuos considerando un pH fisiologico (Spassov and Yan, 2008)
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y una posterior minimizacion para relajar las tensiones derivadas de la aparicion de

cargas en las estructuras modeladas tras la ionizacion de los residuos.

Las estructuras obtenidas en el proceso de modelizacion realizado con el software
DiscoveryStudio se ajustan a la estructura general de los GPCRs (Costanzi and
Wang, 2014), consistente en un extremo N-terminal extracelular, 7 hélices
transmembrana conectadas por 3 bucles extracelulares y 3 bucles citosolicos y una
octava hélice en el extremo C-terminal citosélico que se dispone paralelo al plano de
la membrana plasmatica. Estos modelos incluyen la secuencia completa de

aminoacidos de ambos receptores.

En el caso de GALR2, nuestro modelo de homologia incluye un puente disulfuro
caracteristico de algunos tipos de GPCR que se forma entre una cisteina del tercer
segmento transmembrana y una cisteina del segundo bucle extracelular (Baldwin,
1994). Esta caracteristica estructural en nuestro modelo se ha generado de forma
automatica, mientras que en otros modelos previos tuvo que ser incluida

manualmente (Hui et al., 2016).

El analisis visual de nuestros modelos muestra, ademas, como los residuos de
aminoacidos implicados en la interaccion entre distintos ligandos con los receptores
galaninérgicos se disponen hacia la cavidad interna que forman los segmentos
transmembrana, confirmando una orientaciéon adecuada de dichos residuos respecto
un hipotético lugar de union con la GAL. Dicha cavidad, determinaria el lugar de
interaccion entre ligandos y receptores. La importancia de estos aminoacidos ha sido
determinada en varios trabajos de mutaganesis (Kask et al., 1998; Lundstrom et al.,

2007; Runesson et al., 2010).

En conclusion, en esta tesis presentamos los primeros modelos de homologia de los

receptores GALR1 y GALR2 completos. A falta de estudios que determinen la

estructura precisa de estos receptores, estos modelos cumplen los requisitos
estructurales adecuados para poder estudiar los mecanismos implicados en Ia

formacion del heterodimero GALRI-GALR2 y determinar asi posibles aminoécidos
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claves en dicha interaccion. Ademads, dado que el fragmento GAL(1-15) presenta una
mayor afinidad por el heterodimero que la molécula completa de GAL, con estos
modelos podemos estudiar también las diferencias estructurales en los lugares de

union entre ligando y receptores y explicar estas diferencias de afinidades.

El desarrollo de estos modelos de homologia podrian también ser la base para poder
disefiar farmacos bivalentes que puedan actuar como agonista del complejo
heterodimérico GALR1-GALR2. Desde hace algunos afios este tipo de farmacos se
desarrollan como sondas moleculares para el estudio de dimeros de receptores. Los
farmacos bivalentes constan de dos farmacos, cada uno de ellos con afinidades y
actividades especificas para cada uno de los protomero integrantes del dimero,
unidos por espaciador disefiado especificamente (Kithhrom et al., 2011; Gomes et al.,
2016; Bonifazi et al., 2017). El desarrollo de este tipo de fAirmacos bivalentes tiene
un gran interés comercial y potencial uso clinico debido al creciente numero de

evidencias de la participacion de complejos de receptores en diversas patologias.

Interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo fluoxetina: papel
de los receptores GALR1, GALR2 y del receptor serotoninérgico S-HT1A.

Una vez descrito el papel del fragmento GAL(1-15) en la depresion y la ansiedad y
acorde con los objetivos especificados anteriormente, estudiamos el uso del
fragmento GAL(1-15) como posible herramienta de potenciacion del efecto

antidepresivo de la FLX.

Como se ha dicho en apartados anteriores de esta tesis. La hipdtesis mas antigua
sobre la patofisiologia del TDM postula que el descenso en los niveles de las
monoaminas subyace como la principal causa de la enfermedad (Krishnan and
Nestler, 2008). Los primeros tratamientos farmacoldgicos desarrollados a partir de
los afios 50, y desde entonces los mas utilizados, se basan principalmente en
farmacos que elevan la actividad serotoninérgica (Wong and Licinio, 2004; Khun et
al., 2017). Especificamente los fdrmacos de tipo ISRSs son los mas cominmente

utilizados para el tratamiento del TDM y en particular la FLX es uno de los farmacos
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de primera eleccion debido a su alta efectividad, la buena tolerancia mostrada por los
pacientes y la elevada tasa de adhesion al tratamiento que presenta (Iruela et al.,

2009; Bonet de Luna et al., 2011).

A pesar de esto, el uso de ISRSs presenta varios problemas. Por ejemplo, para que
este tipo de antidepresivos sean efectivos, se requiere de un periodo como minimo de
dos semanas de tratamiento, donde ademas se puede producir un agravamiento de los
sintomas con un incremento en el riesgo de autolisis de los pacientes (Alvarez and
Vinas, 2010; Khun et al., 2017). Acorde con las directrices generales de la
prescripcion de antidepresivos, las dosis iniciales de los tratamientos con ISRSs
suelen ser bajas, pudiendo incrementarse en semanas sucesivas si no se consiguen los
efectos deseados antes de intentar cambiar a otro tipo de medicacion (Khun et al.,
2017). Otro problema a considerar es que la tasa de remision conseguidas con el uso
de estos antidepresivos deja un elevado numero de pacientes, que no responden al
mismo (Mathew et al., 2008; Travedi et al., 2006; Zhou et al., 2015), presentando lo
que se conoce como depresion resistente al tratamiento (DRT) (Fava and Davidson,

1996; Shelton et al., 2010).

Desde el descubrimiento de los farmacos de tipo ISRSs se han desarrollado varias
lineas de investigacion para generar nuevos farmacos cuya diana farmacoldgica
implica a otros sistemas de neurotransmisores distintos a la serotonina, aunque hasta
la fecha pocos de estos farmacos han sido aprobados por la FDA (Mathew et al.,
2008) y en el informe de 2015 sobre el uso de medicamentos publicado por la
agencia espafiola de medicamentos y productos sanitarios se sefiala a los
antidepresivos de tipo ISRS como los mas consumidos. Este es el caso de la
ketamina, un anestésico antagonista de los receptores NMDA glutamatérgicos que a
dosis subanestésicas muestra efectos antidepresivos muy rapidos y duraderos
(Mathew et al., 2008). Aunque las principales limitaciones del uso de la ketamina
como antidepresivo lo constituyen sus efectos disociativos y su potencial uso
abusivo, las investigaciones preclinicas se centran en descubrir los mecanismos de
accion subyacentes asociados con los efectos antidepresivos de la ketamina para

poder encontrar nuevas dianas terapéuticas (Zanos and Gould 2018).
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Ademas del desarrollo de nuevos farmacos. Uno de los abordajes farmacolédgicos que
ha tenido buenos resultados para mejorar los tratamientos basados en el uso de los
antidepresivos de tipo ISRSs, son las estrategias de potenciacion que consisten en la
coadministracion de ISRSs con otras sustancias para mejorar sus efectos (Shelton et
al., 2010; Zhou et al., 2015). Mediante estas estrategias se pretende reducir el tiempo
necesario para obtener efectos clinicos con el uso de los ISRSs o conseguir
beneficios terapéuticos en pacientes con DRT (Fava and Davidsson, 1996; Shelton et
al., 2010; Zhou et al., 2015). En este sentido la FLX también ha sido uno de los
antidepresivos mas empleados en las estrategias farmacoldgicas de potenciacion en

estudios clinicos (Shelton et al., 2010).

Para estudiar la interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y la FLX disefiamos
varios bloques experimentales. Primero estudiamos la interaccién farmacologica
entre GAL(1-15) y FLX en el FST en ratas (Porsolt et al. 1977; Detke and Lucki,
1996), después evaluamos el papel de los receptores galaninérgicos GALRI y
GALR2 en dicha interaccion en esta misma tarea comportamental y por ultimo
evaluamos el papel del 5-HT1AR en la interaccion GAL(1-15)-FLX en el FTS,
ademads de estudiar los efectos de la coadministracion de GAL(1-15) y FLX sobre las
caracteristicas funcionales y/o la expresion de los 5S-HT1AR mediante experimentos

de autorradiografia e hibridacion in situ en el RD y el hipocampo dorsal.

En el caso concreto de la FLX, aunque es bien conocido que su principal diana
farmacoldgica son los 5-HTT, existen numerosas evidencias que sefialan que el papel
de los 5-HT1AR, tanto en su distribucién presinaptica como postsindptica, es
fundamental para obtener los efectos antidepresivos deseados (Detke et al., 1997; De
Vry et al., 2004; Estada-Camarena et al., 2006; Sghendo and Mifsud, 2011).
Concretamente, y debido a que los autoreceptores 5-HT1A del RD inducen una
inhibicion de la liberacion de la serotonina (Bortolozzi et al., 2012; Artigas, 2013;
Nautiyal and Hen, 2017), son muchas las investigaciones que apuntan a que un
tratamiento prolongado con FLX induce por un lado la desensibilizacion de los

autoreceptores 5S-HT1A en el RD y por otro un incremento de la funcionalidad de los

146



Discusion

5-HT1AR postsindpticos, por ejemplo en el hipocampo (Hajszan et al., 2005; Castro
et al., 2008; Descarries and Riad, 2012; Samuels et al., 2015).

Dado que el fragmento GAL(1-15) media sus acciones a través del heterodimero
GALRI-GALR2, con la interaccion GAL(1-15)-5-HTIAR se ha postulado Ia
existencia de complejos de receptores GALR1-GALR2-5-HT1AR en el RD y el
hipocampo. A nivel conductual, nuestro grupo de investigacion también ha
demostrado que la coadministracion de GAL(1-15) a dosis subumbrales con el
agonista especifico del 5-HTIAR 8-OH-DAPT en el FST, produce un efecto
facilitador de la accion antidepresiva del 8-OH-DPAT, siendo mas intenso que el
obtenido al coadministrar GAL y 8-OH-DPAT. De tal forma, que el complejo
GALRI1-GALR2-5-HTIAR podria constituir la diana farmacolégica, donde el
fragmento GAL(1-15) podria potenciar dichos efectos antidepresivos (Millon et al.,
2016). En base a estos trabajos previos de nuestro grupo de investigacion decidimos
utilizar el fragmento GAL(1-15) en combinacién con el antidepresivo FLX para
estudiar si GAL(1-15) modificaba las acciones antidepresivas de dicho fairmaco en el

FST.

El FST es una de las pruebas de comportamiento animal mas ampliamente utilizadas
para estudiar la conducta depresiva y antidepresiva, siendo un modelo de gran
utilidad para predecir la eficacia clinica de sustancias antidepresivas (Bogdanova et
al., 2013). El test consta de dos sesiones. En la primera sesion, se fuerza al animal a
nadar durante 15min en un cilindro con agua de forma que no pueda apoyarse en
ninguna parte (Detke and Lucki, 1996). Esta situacién supone un estresor que lleva al
animal a un estado de desesperanza que manifestard mediante una conducta pasiva
de inmovilidad (Porsolt et al., 1977; West, 1990). La segunda sesion del test se
realiza en el mismo cilindro 24h después, forzando al animal a nadar de nuevo
durante 5min y observando su comportamiento. El tiempo de inmovilidad es la
principal medida de este test, interpretandose como una conducta de desesperanza

caracteristica de los estados depresivos (Castagne et al., 2009).
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Existen numerosos farmacos antidepresivos que al ser administrados entre las dos
fases del test inducen un descenso de la conducta de inmovilidad en esta prueba
(Cryan et al., 2005). Las conductas activas de natacion y escalada permiten
distinguir, ademas, entre los mecanismos de accion de los antidepresivos. Los
antidepresivos de tipo ISRS como la FLX incrementan el tiempo de natacion
mientras que aquellos antidepresivos como la desipramina que modifican la
transmision noradrenérgica, incrementan la conducta de escalada (Detke et al.,
1995a, 1995b). Este test, ademds, se ha empleado para el estudio de tratamientos
combinados que potencian los efectos terapéuticos de la FLX con otras sustancias

(Véazquez-palacios et al., 2005; Estrada-Camarena et al., 2004, 2008).

En un primer bloque experimental y para estudiar la interaccion farmacologica
entre el fragmento GAL(1-15) y la FLX, coadministramos una dosis subumbral de
GAL(1-15) previamente descrita por nuestro grupo de investigacion (Millon et al.,
2015), junto con dosis efectivas y no efectivas de FLX (Estrada-Camarena et al.,

2003).

Antes de realizar los experimentos de coadministracion de FLX con GAL(1-15)
determinamos las dosis efectiva y subumbral de FLX en el test, administrando por
via s.c. el antidepresivo entre las dos sesiones de natacion forzada. Concretamente a
las 23, 5 y 1h antes de la segunda sesion de natacion forzada. Este patron de
inyecciones ha demostrado producir efectos en el FST similares a los obtenidos
después del tratamiento cronico, imitando los efectos de dosis clinicamente eficaces
en humanos (Detke et al., 1997). Los resultados obtenidos con las dosis de FLX de
2.5mg/Kgy 10mg/Kg en el FST con este patron de inyeccion, confirman que la dosis
de FLX 2.5mg/Kg no reduce el tiempo de inmovilidad ni afecta al resto de
conductas, mientras que la dosis de FLX de 10mg/Kg reduce significativamente el
tiempo de inmovilidad e incrementa el tiempo de natacion sin afectar a la conducta
de escalada, indicando que esta dosis presenta efectos antidepresivos. Estos
resultados concuerdan con estudios previos acorde con la bibliografia, asi Estrada-

Camarena et al., 2003 donde se observdo una disminucion en el tiempo de
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inmovilidad similar al obtenido en nuestros experimentos con una dosis de FLX de

10mg/Kg.

Una vez conocida tanto la dosis efectiva como la subumbral de FLX y para evaluar
la interaccion entre GAL(1-15) y FLX, realizamos un experimento coadministrando
dosis subumbrales de GAL(1-15)(1nmol) por via i.c.v. 15min antes del test, junto
con una dosis no efectiva de FLX(2.5mg/Kg) por via s.c. El tratamiento produjo una
disminucion en el tiempo de inmovilidad y un aumento en el tiempo de natacién sin
afectar a la conducta de escalada. Este perfil de comportamiento antidepresivo
obtenido al coadministrar dosis subumbrales de GAL(1-15) y FLX, es similar al
observado con la dosis efectiva de FLX en este test. Dado que los efectos de GAL(1-
15) con dosis efectivas en este test son prodepresivos (Millon et al., 2015) y la dosis
de FLX de 2.5mg/Kg no modifican las conductas analizadas en el FST, podemos

sugerir que existe una interacciéon entre GAL(1-15) y FLX que a nivel de

comportamiento facilita las acciones antidepresivas de la FLX en el FST.

Una vez determinada la interaccion entre GAL(1-15) y FLX a dosis subumbrales,
estudiamos en otro experimento la capacidad de GAL(1-15) de modular las acciones
de una dosis efectiva del antidepresivo, FLX 10mg/Kg. Los resultados muestran
como los efectos antidepresivos de la FLX se ven intensamente potenciados por la
infusion de GAL(1-15), con una reducciéon de hasta el 50% en el tiempo de
inmovilidad y un incremento del 40% en el tiempo de nataciéon. En este mismo
experimento comparamos los efectos de coadministrar la dosis efectiva de FLX con
dosis subumbrales de GAL o GAL(1-15), observandose que la coadministracion de
la molécula completa de GAL, a diferencia de la coadministracion con el fragmento,

no modifica los efectos conductuales de la FLX en el FST.

Es interesante sefialar que en resultados previos de nuestro grupo de investigacion, el
fragmento GAL(1-15) potencia los efectos antidepresivos del agonista 5S-HT1AR 8-
OH-DAPT en el FST de forma mas intensa que como lo hace la molécula completa
(Millén et al., 2016). Por lo que el echo de que la molécula completa de GAL no

modifique la conducta analizada de la FLX en el FST, refuerza la idea de un papel
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diferencial del fragmento GAL(1-15) en comparacion con la GAL en la interaccion

de estos dos péptidos con el sistema serotoninérgico.

Son varias las sustancias que se han administrado junto con los ISRSs para intentar
mejorar sus tasas de respuesta. Por ejemplo, la combinaciéon con el litio ha
conseguido mejoras de un 50% mas de respuesta en pacientes con DRT tratados con
FLX (Katona, et al. 1995) y en pacientes con episodios de TDM recurrentes se ha
observado que consigue una reduccion del 88% de intentos de suicido (Shelton et al.,
2010). Los antipsicoticos atipicos como la Olanzapina, que presentan afinidad por el
receptor 5-HT2 serotoninérgico y por el D2 dopaminérgico, también se han
empleado en combinacion con la FLX obteniéndose buenos resultados en pacientes

con DRT (Corya et al., 2006; Shelton et al., 2010; Zhou et al., 2015).

Siguiendo la estrategia farmacoldgica de potenciacion se han empleado, junto con los
ISRSs, sustancias cuyo mecanismo molecular de actuacion se basa en el diferente
papel de los 5-HT1AR segun su localizacion sea pre o postsinaptica. Este es el caso
del pindolol un agonista parcial de los 5-HT1AR y antagonista de los receptores [3-
adrenérgicos, que en pacientes de TDM sin tratamiento previo es capaz de reducir el
tiempo necesario para obtener los efectos antidepresivos de los ISRSs y ademas
producir mejoras en pacientes con DRT (Artigas et al., 1994; 1996). Mas
recientemente, la FDA ha aprobado el uso de la vilazodona, una fdrmaco de tipo
ISRSs que actia simultdneamente como agonista parcial del 5-HT1AR y aunque
muestra una efectividad similar a la de otros ISRSs, también es capaz reducir
sintomas de ansiedad, haciendo este farmaco susceptible de ser usado en pacientes de

TDM con angustia ansiosa (Shali et al., 2016; Nautiyal and Hen, 2017).

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados para estudiar la interaccion
entre GAL(1-15) y FLX muestran por primera vez como el fragmento GAL(1-15) es

capaz de potenciar los efectos antidepresivos de un firmaco como la FLLX a nivel de

comportamiento en ratas, pudiendo ser esta interaccion la base de una nueva

estrategia farmacologica para tratar el TDM.
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Una vez descritos los efectos potenciadores de GAL(1-15) sobre la FLX, estudiamos
los mecanismos de accion implicados en esta interaccion. Dado que el fragmento
GAL(1-15) media sus acciones a través del heterodimero GALRI1-GALR2 como
hemos demostrado previamente (Millon et al., 2015), primero evaluamos el papel
del receptor GALR2 en la interaccion farmacoldgica entre GAL(1-15) y la FLX
en el FST empleando el antagonista especifico M871 y un modelo de silenciamiento

génico (siGalR2).

Los resultados obtenidos muestran que la administracion de M871 bloquea el efecto
potenciador de GAL(1-15) sobre la FLX, de forma que la infusién de GAL(1-15)
junto con el antagonista por via i.c.v. no modifica ninguno de los pardmetros
inducidos por la dosis efectiva de FLX, indicando que la participacion del receptor
GALR?2 parece fundamental para que se produzca la potenciacion de GAL(1-15)
sobre la FLX. Por otro lado, y en consonancia con resultados previos (Millon et al.,
2015), la infusion i.c.v. de M871 a la dosis de 3nmol no modifica la conducta en el

FST.

El papel de GALR2 en la interaccion entre GAL(1-15) y OH-DPAT también fue
demostrado previamente en trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion
(Millén et al., 2016), donde se empled el antagonista M871 para bloquear los efectos

potenciadores del fragmento sobre el agonista 5S-HT1AR.

El M871 es un péptido quimérico que presenta una afinidad 30 veces superior por el
receptor GALR2 que por el GALRI (Sollenberg et al., 2006). En distintos estudios
este antagonista ha mostrado la capacidad de bloquear las funciones asociadas con la
GAL y mediadas por GALR2. Por ejemplo, se ha usado para bloquear la
potenciacion del efecto ansiolitico inducido por la coadministracion de GAL con el
agonista Y1 del neuropéptido Y y en la que participa el heterodimero GALR2-Y1
(Narvaez et al., 2014). E1 M871 también ha mostrado su capacidad para bloquear los
efectos de la administracion del fragmento GAL(1-15) en el FST como se muestra en

trabajos de nuestro grupo de investigacion, donde se coadministré a la dosis de
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3nmol junto con GAL(1-15) a dosis efectivas (Millon et al., 2015). En trabajos mas
recientes, este antagonista también ha sido eficaz para bloquear la potenciacion del
efecto antidepresivo del 8-OH-DPAT mediado por GAL(1-15) en el FST (Millén et
al., 2016).

El papel de GALR2, ademas de con el antagonista especifico M871, también se pone
de manifiesto en los experimentos en los que usamos un modelo animal de
silenciamiento génico, siGalR2. En estos animales siGalR2, la coadministracion de
GAL(1-15) con la dosis efectiva de FLX no produce ninguna modificacion en las
conductas de inmovilidad, natacion y escalada respecto a los animales siGalR2 a los
que se administra solo la dosis efectiva de FLX. Estos datos indican que con este
modelo animal se bloquea la potenciacion de GAL(1-15), de modo similar al
bloqueo obtenido con el antagonista especifico de GALR2 M871. Por otra parte, en
este modelo animal siGalR2 también comprobamos que la FLX conserva el efecto
antidepresivo en comparacion con los animales control, reduciendo el tiempo de
inmovilidad y aumentando el tiempo de natacion. Lo que indica que la reduccion del

receptor GALR2 no altera los efectos antidepresivos de FLX en el FST.

El modelo de rata siGalR2 ha sido previamente validado y usado en trabajos de
nuestro grupo de investigacion (Millon et al., 2015). En estos trabajos se comprob6
que el dia de mayor reduccion en los niveles de GALR2 correspondia con el octavo
dia tras la inyeccion i.c.v del reactivo comercial Acell siRNA Smart pool mediante
técnicas de qPCR-rt e inmunohistoquimica, y en pruebas conductuales la
administracion central de GAL(1-15) 3nmol no produjo ningin efecto ansiogénico o
prodepresivo en las pruebas del OF y el FST en animales siGalR2 (Millon et al.,
2015). Posteriormente, y para confirmar la reduccién del GALR2, con el tejido
cerebral de los animales que realizaron las pruebas conductuales, también se
comprobd mediante la técnica de ligazon por proximidad (Fredriksson et al., 2002)
que en los animales siGalR2 se observa una reduccion en la formacion de
heterodimeros GALR1-GALR2 tanto en RD como en hipocampo (Millon et al.,
2015). Estos resultados demuestran que la reduccién de la expresion del receptor

GALR2 produce un bloqueo de los efectos conductuales inducidos por GAL(1-15),
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indicando la importancia de dicho receptor en el mecanismo de accion del

fragmento.

Los resultados obtenidos en esta tesis empleando el antagonista M871 y el modelo de
rata siGalR2 estdn en consonancia con los datos previos de nuestro grupo (Millon et
al., 2015; Millén et al., 2016) y confirman la importancia del receptor GALR2 en la
mediacion de los efectos de GAL(1-15) y en la interaccion del fragmento con el
sistema serotoninérgico. En este caso, nuestros resultados nos permiten sugerir un

papel determinante de GALR2 en la mediacién en la interaccidén entre GAL(1-15)

con la FLX a nivel de comportamiento.

Los modelos de silenciamiento génico generados en nuestro laboratorio se obtienen
mediante la infusion de pequefios fragmentos de ARN de interferencia (siRNA) que
induce un descenso en la expresion de una proteina diana mediante la degradacion de
su ARN mensajero. Esta tecnologia se ha probado en estudios in vitro e in vivo y se
considera de gran utilidad experimental para obtener animales knockdown y una
potente herramienta en el tratamiento de enfermedades (Akhtar y Benter, 2007; de
Fougerolles et al., 2007; Shim and Kwon, 2010; Kole et al., 2012; Chen and Zhaori,
2011). Debido a que los ARN son rapidamente degradados por las endonucleasas,
obtamos por emplear el sistema comercial de Acell siRNA Smart pool, que incluye
modificaciones quimicas que permiten prolongar la vida media de los fragmentos de
ARN interferente en tejidos in vivo. Estas modificaciones muestran ademas una gran
capacidad de penetracion en células sin necesidad de reactivos de transfeccion
(Baskin et al., 2008). Este sistema, se ha probado previamente en ratas administrado
por via i.c.v., mostrando una gran especificidad de incorporaciéon en neuronas

(Nakajima et al., 2012).

Una vez descrito el papel del receptor GALR2 en la interaccion GAL(1-15)-FLX y
dado que no se conocen antagonistas especificos del GALRI, de forma andloga al
modelo de rata siGalR2 previamente generado en nuestro laboratorio (Milldn et al.,
2015), en esta tesis hemos realizado los experimentos necesarios para generar un

modelo de silenciamiento génico de siGalR1 para evaluar el papel de los
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receptores GALRI1 en la interaccion farmacologica entre el fragmento GAL(1-
15) y la FLX en el FST. Dichos experimentos se disefiaron para comprobar la
reduccion de los niveles de proteina y ARN mensajero en ratas inyectadas con el

reactivo comercial Acell siRNA para GALRI (siRNA-GALR1).

Utilizando la técnica de qPCR-rt para detectar la reduccion de los niveles de ARN
mensajero, realizamos una curva de tiempo de expresion del mensajero tras la
inyeccion via i.c.v. del ARN interferente para GALR1. Empleamos para ello tejido
de la zona del hipocampo dorsal ya que es uno de los nucleos de estudio de esta tesis.
En este experimento se observo una reduccion de los niveles de ARN mensajero
desde el cuarto dia después de la inyeccion i.c.v. de siRNA-GALRI, obteniéndose la
menor reducciéon de ARN mensajero de GALRI al octavo dia tras la inyeccion. En
este mismo experimento, cuantificamos ademas los niveles de expresion del ARN
mensajero de GALR2, sin observarse ningln tipo de variacion en ninguno de los dias
respecto del grupo control. Estos resultados nos indica que el sistema de interferencia
empleado es especifico del GALRI y no altera los niveles de GALR2. Es
conveniente mencionar que esta especificidad en el silenciamiento también se
observo en el caso de los animales siGalR2, donde no se detectd ningin descenso en

los niveles de ARN mensajero de GALR1 (Millén et al., 2015).

Ademas de analizar los niveles de ARN mensajero, también analizamos directamente
los niveles de expresion de la proteina GALRI, mediante inmunohistoquimica, al
octavo dia tras la inyeccion de siRNA-GALRI. Los resultados obtenidos en este
experimento, mostraron una reduccion significativa de expresion de GALRI en

relacion con el grupo control.

Los resultados de estos experimentos indican que el reactivo siRNA-GALRI1 es

capaz de reducir los niveles de ARN mensajero y de expresion de proteina del

GALRI en regiones del hipocampo dorsal al octavo dia tras la inyeccion via i.c.v.

Este octavo dia en el que se observa la mayor reduccion de expresion de GALR1
coincide con los dias de postoperatorio tras la cirugia estereotaxica que dejamos a las

ratas normales antes de realizar las pruebas de comportamiento y coincide también
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con los dias de minima expresion de proteina en el modelo de rata siGalR2

desarrollado por nuestro grupo de investigacion (Millon et al., 2015).

La disponibilidad del modelo de rata siGalR1 nos permiti6 disefiar experimentos
para analizar por un lado si la FLX conservaba sus efectos antidepresivos en el FST
en dichos modelos y por otro lado estudiar si se modificaban los efectos de la

coadministracion de GAL(1-15) junto con la FLX.

En el modelo de rata siGalR1 los resultados muestran, al igual que en los modelos
siGalR2, que la administracion de una dosis efectiva de FLX conserva los efectos
antidepresivos, induciendo una reduccion en el tiempo de inmovilidad y un aumento
en el tiempo de natacion al compararlo con un grupo de animales siGalR1 control.
Estos datos, junto con los resultados del experimento realizado con el modelo
siGalR2, confirman que ninguno de los receptores galaninérgicos participa en la

mediacion de los efectos de la FLX de forma aislada.

Por otro lado, al coadministrar GAL(1-15) junto con la dosis efectiva de FLX en
ratas siGalR1, no se obtuvo un efecto potenciador de la accion antidepresiva de la
FLX, mostrando un bloqueo similar al obtenido en el modelo de siGalR2 y con el

antagonista de GALR2. Estos resultados nos indican que GALRI juega un papel

relevante en la interaccion entre GAL(1-15)-FLX, y que no s6lo GALR2 sino

también GALRI es necesario para que GAL(1-15) ejerza su accion, como se
sugieren en estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Millon et al., 2015;

2016).

Ademas, nuestros resultados de esta tesis también indican que el efecto potenciador
sobre las acciones de la FLX es especifico de GAL(1-15) ya que la molécula
completa de GAL no induce tales efectos. Esto valida y amplia la nocién de un rol
especifico de GAL(1-15) en la comunicacién cerebral y sefala al heteroreceptor

GALRI-GALR2 como una nueva diana farmacoldgica en la terapia para tratar el

TDM por su capacidad de potenciar a la FLX.
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En conjunto, los datos obtenidos en esta tesis en los estudios realizados sobre la
implicacion de los receptores galaninérgicos GALR1 y GALR2 en la interaccion de
GAL(1-15) con la FLX, sostienen y refuerzan la hipotesis de que en el mecanismo de
accion de GAL(1-15) estan implicados los receptores GALR1 y GALR2, ya que la
interaccion mostrada por GAL(1-15) con la FLX a nivel de comportamiento se ve
bloqueada al administrar antagonistas o reducir la expresion de algunos de los dos
receptores galaninérgicos estudiados. Como se ha mencionado con anterioridad, en
trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se ha postulado que la formacion
de complejos GALR1-GALR2-5-HT1AR en regiones del RD y el hipocampo
constituyen la diana farmacologica donde GAL(1-15) modula los efectos
conductuales del agonista especifico de 5-HT1AR 8-OH-DPAT (Millon et al., 2016).
Dado que el receptor 5S-HT1AR es fundamental para la accion de la FLX la hipotesis
planteada en esta tesis es que la interaccion a nivel conductual entre GAL(1-15) y
FLX también se encuentre mediada por el protdomero 5S-HT1AR integrante de estos

complejos de receptores.

Por tanto, en la presente tesis hemos analizado el papel del 5S-HT1AR en la
interaccion entre el fragmento GAL(1-15) y el antidepresivo FLX. Como se ha
mencionado anteriormente, la FLX es un firmaco cuya diana farmacologica es el
transportador serotoninérgico (SHTT) (Wong et al., 1974) que actiia bloqueando la
recaptacion de serotonina e incrementando lo niveles del neurotransmisor en el
espacio extracelular. No obstante, aunque el bloqueo del SHTT induce rapidos
incrementos de serotonina, es necesaria la administracion durante varias semanas del
antidepresivo para conseguir los efectos clinicos deseados (Benmansour et al., 1999;

Lau et al., 2008).

Numerosos estudios indican que el retraso de los efectos antidepresivos de la FLX
puede deberse a que son necesarios cambios a largo plazo, que implican a varios
subtipos de receptores. De entre los distintos subtipos de receptores serotoninérgicos
cabe destacar el papel de los 5S-HT1AR en la mediacion de estos efectos (Detke et al.,

1997; De Vry et al., 2004; Estada-camarena et al., 2006; Kobayashi et al., 2008;
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Castro et al., 2008; Descarries and Riad, 2012; Samuels et al., 2015; Pytka et al.,
2015; Ferrés-Coy et al., 2016).

En estudios recientes de nuestro grupo de investigacion hemos descrito como el
fragmento GAL(1-15) es capaz de mejorar los efectos antidepresivos inducidos por
el agonista del 5-HT1AR 8-OH-DPAT en la prueba del FST y que las caracteristicas
de union del 5-HT1AR asi como los niveles de ARN mensajero se ven modificadas

por la infusion i.c.v. de GAL(1-15) (Millon et al., 2016).

Para evaluar el papel de los 5S-HT1AR en la interaccion farmacologica entre el
fragmento GAL(1-15) y la FLX empleamos el antagonista del 5-HT1AR
Way100635. Este antagonista muestra una especificidad muy alta por el 5S-HT1AR
respecto a otros subtipos de receptores serotoninérgicos, con una afinidad mas de
100 veces mayor (Forster et al, 1995). En nuestro disefio experimental,
administramos el antagonista por via i.c.v. (Jorgensen et al., 2001) al mismo tiempo
que el fragmento GAL(1-15) para evitar bloquear los efectos antidepresivos de la
FLX e intentar bloquear el efecto potenciador de GAL(1-15). Aunque varios autores
muestran que la administracion del antagonista a los mismos tiempos que la FLX
bloquea su accion antidepresiva, existen estudios que indican que cuando el
antagonista no se administra simultaneamente con la FLX se mantiene su actividad

antidepresiva en el FST (Estrada-Camarena et al., 2006; Serres et al., 2000).

Los resultados mostraron que la infusion i.c.v. de Way100635 junto con GAL(1-15)
produjo un bloqueo del efecto potenciador de GAL(1-15) sobre los efectos de la
FLX, de forma que las conductas de inmovilidad, natacion y escalada no difieren de

las registradas en animales del grupo administrado so6lo con FLX. Estos resultados

indican que el 5-HT1AR juega un papel fundamental en la interacciéon GAL(1-15)-

FLX a nivel de comportamiento.

En este experimento ademas evaluamos los efectos de la administracion i.c.v. del
Way100635 sobre los efectos de la FLX, administrado 15min antes del FST. Los

datos indican que la administracion de Wayl100635 no bloquea los efectos
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antidepresivos de la FLX en el FST, sugiriendo que el bloqueo anteriormente
descrito es debido a un bloqueo de la interaccion GAL(1-15)-FLX y no a un bloqueo
del efecto de la FLX. Estos resultados se ven avalados en trabajos previos donde el
antagonista no se administra al mismo tiempo que la FLX para evitar bloquear los
efectos de esta pero si la potenciacion de otras sustancias (Estrada-Camarena et al.,

2006; Serres et al., 2000).

El hecho de que el patrén temporal de la administracion del antagonista no impida el
efecto antidepresivo de la FLX y sin embargo bloquee los efectos potenciadores de
GAL(1-15) en el FST es de gran interés farmacolédgico. Este hallazgo es compatible
con la idea de que el fragmento GAL(1-15) a través de interacciones alostéricas de
tipo agonistas dentro del complejo de receptores GALR1-GALR2-5-HT1AR puede
modificar el reconocimiento, la farmacologia y la sefializacion de los protdmeros 5-
HT1AR participantes. En trabajos previos ya postulamos la existencia de estos
complejos donde la activacion de GALRI-GALR?2, inducido por la administracion
de GAL(1-15) podria producir interacciones alostéricas entre los receptores
integrantes del complejo de heteroreceptores que modifican las caracteristicas
funcionales del protomero 5-HT1AR (Millén et al, 2016; Borroto-Escuela et al.,
2014). Los resultados obtenidos en esta tesis en los experimentos de comportamiento
sugieren que la interaccion entre GAL(1-15) y FLX se produce por la existencia de
estos complejos de receptores GALRI-GALR2-5-HT1AR, donde el incremento en
los niveles de serotonina extracelular inducidos por la FLX, podrian favorecer la
formacion o actuar sobre complejos de heteroreceptores GALR1-GALR2-5-HT1AR
preexistentes, de forma que la infusion de GAL(1-15) pudiera potenciar los efectos
inducidos por el protomero 5-HT1AR. La explicacion de estos mecanismos tendrian
que ser confirmados en posteriores experimentos utilizando técnicas para la
deteccion de trimeros como el BRET-FRET o la complementacion

fluorescencia/luminiscencia (BiFC) (Vidi and Watts, 2009).
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GALRI1

Figura 2: Imagen representativa de una hipotética configuracién del trimero formado por GALR1-GALR2-5-
HT1AR. Para su desarrollo se usaron los modelos de homologia desarrollados con DiscoveryStudio durante la
tesis. Se empled un protocolo ZDOCK para generar uniones rigidas entre GALR1-GALR2 y posteriormente entre

el dimero resultante y S-HT1AR (Cheng et al., 2003).

En esta tesis también hemos estudiado el efecto de la coadministraciéon de GAL(1-
15) y FLX sobre las caracteristicas funcionales y expresion del ARNm de los 5-
HT1AR en las regiones del RD y el hipocampo, basandonos en trabajos previos
donde mostramos que GAL(1-15) es capaz de modificar algunas caracteristicas

funcionales del 5-HT1AR (Millén et al., 2016).
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Los resultados obtenidos en el experimento de autorradiografia muestran que en la
zona del GD la coadministracion de GAL(1-15) junto con FLX induce una
disminucién de los valores de Kd y Bmax respecto al grupo administrado solo con
FLX, indicando un aumento de la afinidad de los 5-HT1AR postsindpticos por el
agonista tritiado 8-OH-DPAT y un descenso de densidad de los mismos. Por el
contrario, en la region del RD no observamos ninguna modificacion ni en la afinidad
ni en la densidad de los autoreceptores 5S-HT1A con el patron de administraciones
realizado. Hay que destacar que la administracion independiente de GAL(1-15)
Inmol o FLX(10mg/Kg) no modificaron ni la Kd, ni la Bmax en ninguna de las

zonas analizadas en nuestros experimentos.

De manera similar, en el experimento de hibridacion in situ la coadministracion de
GAL(1-15) y FLX provocd un aumento en los niveles de ARN mensajero del 5-
HT1AR en las zonas de CA1 y GD del hipocampo dorsal, sin afectar a la expresion
de ARN mensajero en el RD. De igual forma, la administraciéon por separado de
GAL(1-15) 1nmol o FLX(10mg/Kg), tampoco modificaron la expresion del receptor

en ninguna de las zonas analizadas.

Estudios previos empleando también técnicas autorradiograficas demuestran que la
GAL(1-15) es capaz de reducir la afinidad de los 5-HT1AR postsinapticos en la
region del hipocampo dorsal en ratas (Hedlund et al., 1994). Trabajos mas recientes
de nuestro grupo de investigacion también muestran que la administracion i.c.v. de
dosis efectivas de GAL(1-15) incrementan los valores de Kd y también de la Bmax
en las regiones CAl y en el GD del hipocampo en ratas, efecto observado desde 10
minutos después de la administracion hasta 2h después (Millon et al., 2016). Estos
resultados sefialan la capacidad de GAL(1-15) para reducir la afinidad de los 5-
HT1AR hipocampales y aumentar la densidad de los mismos cuando se administra
i.c.v a una dosis de 3nmol. Estos efectos sobre los receptores S-HT1AR son distintos
a los observados tras la infusion i.c.v de la molécula completa, ya que GAL provoca
un rapido incremento de la K4 (descenso de afinidad) a los 10min y un incremento en
la densidad de receptores (Bmax) 5-HT1AR a las 2h pero en el RD no en el
hipocampo (Razani et al., 2000).
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En cuanto a la expresion del receptor, los datos previos indican que la GAL(1-15)
provoca un descenso de los niveles de ARN mensajero en el RD a las 2h tras su
administracion i.c.v, mientras que induce un incremento de los niveles de expresion
en la regiones CA1 y GD (Millén et al., 2016). En este caso, el péptido completo de
GAL induce también una reduccion prolongada de la expresion en el RD, que abarca

desde las 2 hasta las 5h después de la administracion i.c.v. (Razani et al., 2000).

En resumen los resultados mostrados en esta tesis doctoral muestran, que la
coadministracién de una dosis subumbral de GAL(1-15) con una dosis efectiva de
FLX induce un rapido aumento de afinidad del 5-HT1AR por su agonista en el GD
asi como de la expresion de su ARN mensajero y, a nivel de comportamiento, una
potenciacion de los efectos antidepresivos de la FLX en el FST. Basandonos en estos

resultados sugerimos que el aumento de la afinidad de los 5-HT1AR en el GD podria

ser la causa subyacente a los efectos potenciadores observados en el FST, ya que la

estimulacion de los 5-HT1AR postsinapticos son responsables de los efectos

antidepresivos (Haddjeri et al., 1998; Richarson-Jones et al., 2010).

Ademas, nuestros resultados también sugieren que el RD no es el nucleo clave en la
potenciacion mediada por GAL(1-15) sobre los efectos antidepresivos de la FLX. Sin
embargo, no podemos excluir que una mejora de la transmision serotoninérgica
pueda ser inducida por GAL(1-15) mediante algin mecanismo que involucre al
autorreceptor 5-HT1A a nivel del RD. Los estudios previos con dosis efectivas de
GAL(1-15) indican una reduccion en el descenso de expresion de ARN mensajero 2h
después de la administracion i.c.v. de GAL(1-15) en el RD (Millon et al., 2016) y en
los experimentos realizados en la presente tesis no llegamos a analizar los efectos de

la coadministracion de GAL(1-15)-FLX a esos tiempos.

Las variaciones observadas en la afinidad y expresion de los 5-HT1AR
postsindpticos a nivel del hipocampo refuerzan la hipétesis anteriormente expuesta
de la formacion de un complejo heteroreceptor GALR1-GALR2-5-HT1AR. El orden
y la dosis de las sustancias administradas puede ser un factor a considerar en las

interacciones alostéricas que se dan entre los distintos protomeros que integran un
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oligomero (Franco, 2009). El aumento de los niveles extracelulares de serotonina
inducidos por la FLX podrian favorecer la formacion de complejos de
heteroreceptores GALR1-GALR2-5-HT1AR a nivel de hipocampo o promover las
interacciones alostéricas que favorezcan a la sefializacion mediada por el 5-HT1AR a
bajas dosis de GAL(1-15). De echo, los trabajos previos de nuestro grupo, muestran
que la administracion de GAL(1-15) a dosis subumbrales potencia los efectos
antidepresivos del 8-OH-DPAT en el FST (Millén et al., 2016), y los resultados
presentados en esta tesis, también muestran que dosis subumbrales de GAL(1-15)

potencian los efectos de la FLX en el mismo test.

Figura 3: Imagen representativa de un hipotético mecanismo de accion subyacente a la formacion del trimero
GALRI1-GALR2-5-HT1AR, donde las interacciones alostéricas que se dan entre los diferentes protdmeros
constituyentes determinarian los efectos dependiendo del orden y cantidad de ligandos unidos al complejo. De
forma que los incrementos de serotonina (5-HT) inducidos por la FLX puedan ser potenciados en presencia de

bajas dosis de GAL(1-15). Los receptores y ligandos han sido generados mediante el software DiscoveryStudio..
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Aunque parece clara la participacion del 5-HT1AR en la interaccion GAL(1-15)-
FLX en la potenciacion de los efectos antidepresivos de la FLX en el FST, no
podemos descartar el posible papel de otros subtipos de receptores serotoninérgicos
que puedan participar de alguna forma en dicha interaccion. Son varias las
investigaciones que indican que los subtipos de receptores 5S-HT2A, 5-HT3 5-HT4 y
5-HT7, también se han asociado de alguna manera con la FLX (Bockaert et al., 2008;
Kobayashi et al., 2008; Pytliak et al., 2011; Artigas, 2013; Borroto-Escuela et al.,
2017).

Los efectos conductuales descritos en esta tesis, se centran fundamentalmente en
modelos que evallian el aspecto de la desesperanza, uno de los endofenotipos
caracteristicos de la depresion (Hastler et al., 2004). No obstante, seria de gran
interés analizar los efectos de la interaccion GAL(1-15)-FLX en otros sintomas
caracteristicos del TDM, como son la perdida de interés o placer en las actividades
diarias (anhedonia) (DSM-V, 2013), que pudieran ofrecer una vision mas global
sobre el papel de esta interaccion en el trastorno depresivo y que pudiera
fundamentar la bisqueda de una estratégica farmacologica basada en la interaccion

entre GAL(1-15) y FLX.

En conclusion, nuestros resultados indican que la administracion i.c.v. del fragmento
GAL(1-15) potencia los efectos antidepresivos inducidos por la FLX en el FST. La
diana de GAL(1-15) podrian ser los complejos heterorreceptores GALR1-GALR2-5-
HT1AR localizados en el hipocampo dorsal, donde se producirian interacciones de
tipo alostéricas entre los receptores integrantes (Fuxe et al., 2008, 2012; Millén et al.,
2015, 2016). Por el contrario, las acciones de la GAL parece mediarse
principalmente a través complejos de heteroreceptores GALR1-5-HT1AR y GALR2-
5-HT1AR confirmando un papel diferencial entre GAL(1-15) y GAL en relaciéon con
sus funciones fisioldgicas y mecanismos de accidon subyacentes (Borroto-Escuela et

al., 2010; Millon et al., 2015, 2016; Diaz-Cabiale 2005). Los resultados obtenidos

abren la posibilidad de utilizar el fragmento GAL(1-15), algtin agonista del mismo o
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un farmaco bivalente como una estrategia farmacoldgica de aumentacién junto con la

FLX para potenciar los efectos de este antidepresivo.
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Conclusiones

Primera: La administracion intracerebroventricular de GAL(1-15) induce un efecto
prodepresivo y ansiogénico en el test de suspension de la cola y en el test de

luz/oscuridad respectivamente.

Segunda: Se han generado, por primera vez, modelos de homologia de los
receptores GALR1 y GALR?2 incluyendo los extremos N y C-terminales con los que
poder estudiar la formacion de heterodimeros GALRI-GALR2 y la unién de estos

heterodimeros con sus ligandos.

Tercera: La administraciéon de GAL(1-15) a dosis subumbrales potencia los efectos
antidepresivos de la FLX en el FST. La potenciacion inducida por GAL(1-15) se
consigue con dosis efectivas y no efectivas del antidepresivo, siendo mayor el efecto
observado cuando se combina con una dosis efectiva de FLX. Esta potenciacion es
exclusiva del fragmento GAL(1-15) ya que no se produce con la molécula completa

de GAL.

Cuarta: Los receptores galaninérgicos GALR1 y GALR2 participan de manera
fundamental en los efectos potenciadores de GAL(1-15) sobre la FLX en el FST. El
uso del antagonista especifico para GALR2 M871 y de los modelos de rata siGalR1
y si GalR2 bloquean dicha potenciacion, confirmando nuestra hipotesis previa de que

GAL(1-15) actaa a través de la formacion del heterodimero GALR1-GALR?2.

Quinta: El receptor 5-HT1A serotoninérgico estd implicado en la interaccion entre
GAL(1-15) y FLX a nivel de comportamiento. El uso del antagonista especifico del
receptor 5-HT1A Wayl100635 bloquea la potenciacion de GAL(1-15) sobre los
efectos antidepresivos de FLX en FST.
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Sexta: La coadministraciéon de GAL(1-15) y FLX modifican las caracteristicas y la
expresion de los receptores 5S-HT1A en el hipocampo dorsal. Se observa un aumento
de la afinidad de los receptores 5-HT1A junto con una reduccion de su densidad en
el GD, y ademds se observa un incremento de los niveles de ARN mensajero del

receptor 5-HT1A en el GD y en CAL.

Séptima: Todos los resultados obtenidos en esta tesis permiten sugerir la formacion
de un mosaico de receptores GALR1-GALR2-5-HT1AR en el hipocampo dorsal
como parte del mecanismo de accién subyacente a la interaccion GAL(1-15)-FLX

que potencia los efectos antidepresivos de la FLX en el FST.
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Summary

INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) represents the classic condition of depression within
the group of depressive disorders. It is characterized by a discrete episode of at least two
weeks in duration where 5 or more of the following symptoms are identified: depressed
mood, marked loss of interest or pleasure in daily activities (anhedonia), significant loss
or gain of weight and/or appetite, insomnia or hypersomnia, fatigue or loss of energy
and locomotor activity, recurring feelings of uselessness and guilt, inability to think and
indecision, recurrent thoughts about death and suicidal ideation with or without an
action plan. These episodes are classified according to the amount and intensity of the

symptoms as mild, moderate or severe (DSM-V, 2013).

According to the latest WHO reports, MDD affects 4.4% of the world population, with
an increase in prevalence of 18% in the last decade, and twice as many cases in women
as in men (WHO, 2017). In 2030, MDD will become the main cause of disability in the
world (Mathers et al., 2008), and it is estimated that half of the suicides worldwide
occur during a depressive period. In Europe, the economic burden of the MDD, reaches

approximately 113 billion euros per year (Smith, 2011).

Although MDD is one of the most common and debilitating mental disorders, its
aetiology is unclear. Multiple factors arise as possible triggers of the disease. Social,
psychological, genetic and biological factors during development and in later stages of

life may result in an episode of MDD (Hoffmann et al., 2017).

Despite tremendous progress in neuroscience research over the past few decades, the
pathophysiology of MDD has not been fully elucidated. Research has implicated several
mechanisms, including HPA axis abnormalities, increased inflammatory factors, a
decrease in neuroplasticity and in neurogenesis and alterations in the glutamatergic and
GABAergic systems and in neuropeptides (Dean and Keshavan, 2017). The monoamine
hypothesis of depression posits that depression is caused by decreased monoamine
(serotonin, noradrenaline and dopamine) function in the brain (Krishnan and Nestler,
2008). Originating from early clinical observation, this hypothesis has been widely
validated from a pharmacological perspective since, from the 1950s, most
antidepressants modify monoaminergic systems. Selective inhibitors of the reuptake of

serotonin (SSRI), such as fluoxetine (FLX) are the most currently used class of
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antidepressants because of their favourable safety profile (Khun et al., 2017). Despite
the development of a wide range of antidepressants, the first choice in many clinical
cases continues to be FLX due to its high effectiveness, its high tolerance by patients
and higher rates of adherence rates to treatment (Iruela et al., 2009; Bonet de Luna et

al.,, 2011).

Although there have been several available treatments for depression over the past two
decades, approximately 30% of patients either did not respond adequately to these drugs
or were unable to tolerate their adverse effects. These patients are broadly defined as
having treatment-resistant depression (TRD) (Fava and Davidson, 1996; Mathew et al.,
2008; Shelton et al., 2010; Zohu et al., 2015). The pharmacological approaches to solve
the TDR involves several strategies: strategies of optimization, substitution,
combination or augmentation (Shelton et al., 2010). The augmentation strategy consists
of the administration of a non-antidepressant compounds that potentiates the effects of
an antidepressant, and FLX has also shown efficacy in augmentation strategies for the

treatment of TRD (Shelton et al., 2010).

The pharmacological target of FLX is the serotonin transporter (5-HTT) but the
serotonergic receptor 5-HTI1A (5-HT1AR) has a key role in achieving the
antidepressant effects of FLX. The 5-HT1AR is one of the most studied serotonergic
receptors related to MDD (Nautiyal and Hen, 2017). 5-HT1AR is found in the soma and
dendrites of the serotonergic neurons of the dorsal raphe nucleus (DR), which inhibits
the release of serotonin through a negative feedback mechanism (Barnes and Sharp,
1999; Artigas, 2013). Postsynaptically, S-HT1AR has a greater widespread distribution
and is abundantly distributed throughout the hippocampus as well as the cerebral cortex
and amygdala with lower density in the thalamus, hypothalamus and basal ganglia

(Smythies, 2005; 2013; Nautiyal and Hen, 2017).

The acute administration of FLX induces an increase in the extracellular levels of
serotonin in the DR, which activates the 5-HT1A autoreceptors and inhibits firing
towards the projection areas. The desensitization of the presynaptic 5-HT1AR is
achieved only with chronic treatment, avoiding the negative feedback and increasing the
serotonin levels in the projection regions (Bortolozzi et al.,, 2012; Artigas, 2013;

Nautiyal and Hen, 2017). The postsynaptic 5-HT1AR, especially in the hippocampus,
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also seems to be fundamental in the mediation of the antidepressant effects of FLX
since its functionality is increased by the treatment. On the contrary, the absence of 5-
HT1AR in the hippocampus inhibits the antidepressant actions in the forced swimming

test (FST) in rats (Castro et al., 2008; Samuels et al., 2015).

The differential role of 5-HT1AR, according to location has allowed the use of
substances that block the activation of the 5-HT1A autoreceptors as an augmentation
therapy in the use of SSRIs; for example, with a 5-HT1AR partial agonist, such as
pindolol (Artigas et al., 1994). The development of agonists with preference for
postsynaptic 5S-HT1AR could also be a useful tool for the treatment of MDD (Newman-
Tancredi et al., 2008; Nautiyal and Hen, 2017).

Recent studies have also implicated several neuropeptides in the pathophysiology of
depression in rodents and in the possibility of using them as a combined treatment with
antidepressant drugs. In this context, Galanin (GAL) is of particular interest. GAL is
widely distributed in the central nervous system (CNS) and three GAL receptor
subtypes, GALRI1-3 with a 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/Gl1 to mediate excitatory
signalling (Branchek et al., 2000; Wang et al., 1997).

Related to mood disorders, GAL induces an anxiogenic or anxiolytic effects in different
behaviour tests depending on the place of administration and the animal's previous
stress state. (Bing et al., 1993; Mdller et al., 1999; Khoshbouei et al., 2002; Barrera et
al., 2006). GAL also induces a pro-depressive effect in the forced swim test in rodents
(Weiss et al., 1998; Kuteeva et al., 2008) mediated by GALR1 and GALR3 (Swanson et
al., 2005; Kuteeva et al., 2008b) receptors, while GALR2 receptor activation induces
antidepressant effects in this same test (Kuteeva et al., 2008b). GAL interacts with the
serotonergic system at different levels. It has been proposed that the existence of
GALRI1-5-HT1AR heterodimers in some brain regions act as an underlying mechanism
for the antagonistic interactions between GAL and the serotonergic 5-HT1AR (Fuxe et
al. 1988; Fuxe et al. 1990; Razani et al., 2000; Kuteeva et al., 2008; Borroto-Escuela et
al., 2010).
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Not only the GAL, but also the fragment GAL(1-15) has biological activity in the SNC,
however GAL(1-15) has a differential role and mechanism of action compared to the
complete peptide (Hedlund et al., 1992; Hedlund and Fuxe, 1996, Diaz-Cabiale et al.,
1998; 2005; 2007; 2010). In recent works, we showed that the central administration of
GAL(1-15) in rats induces a pro-depressive and anxiogenic-like effect that is stronger
than GAL (Millén et al., 2015). Additionally, we showed that GALR1 and GALR2 are
involved in the underlying mechanism of action of GAL(1-15) by forming the
heteroreceptor complex GALR1-GALR2 (Borroto-Escuela et al., 2014; Millén et al.,
2015). However, it is necessary to confirm the role of the GAL(1-15) fragment in
anxiety and depression and get more acquainted with the formation of the GALRI-

GALR?2 heterodimer as a mechanism of action of GAL(1-15).

We have also recently demostrated that GAL(1-15) interacts with the serotonergic
system, enhancing the antidepressant effects of the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT in a
stronger manner than the one induced by GAL. GAL(1-15) also modifies the affinity
and expression of 5-HT1AR in the DR and the hippocampus, which are both regions
involved in depressive behaviour. In these works, we have also postulated that the
interaction between GAL(1-15) and 5-HT1AR involves the formation of GALRI-
GALR2-5-HT1AR receptor complexes (Millon et al., 2016).

5-HT1AR is one of the most studied serotonergic receptors in major depressive disorder
(Nautiyal and Hen, 2017) and it plays a key role in the antidepressant effects of SSRIs,
such as fluoxetine, both as an autoreceptor in the DR and in its postsynaptic distribution
in the hippocampus (Estada-camarena et al., 2006; Kobayashi et al., 2008; Castro et al.,
2008; Iruela et al., 2009; Bonet de Luna et al., 2011; Descarries et al., 2012; Samuels et
al., 2015; Pytka et al., 2015; Ferrés-Coy et al., 2016). However, we have to consider that
therapy with SSRIs has a limited efficacy and many patients do not respond adequately
to these drugs or were unable to tolerate their adverse effects. These patients are broadly
defined as having treatment-resistant depression (TRD) (Fava and Davidsson, 1996;
Shelton et al., 2010; Zhou et al, 2015). The augmentation therapies are a
pharmacological strategy that was developed to avoid this high proportion of resistance
and they consist of the coadministration of substances or compounds with
antidepressants to enhance their effects, with fluoxetine being one of the drugs of first

choice (Artigas et al.,, 1994; 1996; Shali et al., 2016; Nautiyal and Hen, 2017).
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Therefore, the interactions described between GAL(1-15) and 5-HT1AR could be the

basis for an augmentation therapy between GAL(1-15) and fluoxetine.

OBJECTIVES
Based on these preliminary results, in this doctoral thesis we propose to address two

main objectives:

1- Confirm the role of the GAL(1-15) fragment in anxiety and depression and develop
complete homology models of the GALRI and GALR2 receptors in order to study the
dynamics of GALR1-GALR2 heterodimer formation as a molecular target of GAL(1-
15).

2- Study the effects of the pharmacological interaction between GAL(1-15) and the
antidepressant fluoxetine in behavioural tests related to depression and analyzing the

role of the galaninergic receptors GALR1 and GALR2 and the serotonergic 5S-HT1AR.
To perform these main objectives this doctoral thesis has been organized into three
independent experimental blocks, each of them with their respective specific

objectives, as detailed below:

Role of GAL(1-15) in anxiety and depression. Development of homology models of
the GALR1 and GALR2 receptors

1- Study the effects of the central administration of the GAL(1-15) in behavioural

tests of anxiety and depression.

2- Develop homology models of the GALR1 and GALR2 receptors involved in the

mechanism of action of GAL(1-15) using computational methods.
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Interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine: role of the

GALRI1 and GALR?2 receptors

1. Study the pharmacological interaction between GAL(1-15) and the antidepressant
fluoxetine in a behavioural test of depression and determine if this interaction is

exclusive for the fragment or also occurs with GAL.

2. To evaluate the role of GALR2 receptors in the pharmacological interaction
between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine in a behavioural test of
depression using the specific antagonist M871 and a gene silencing model employing

RNA interference for GALR2 (siGalR2).

3. To evaluate the role of GALRI receptors in the pharmacological interaction
between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine in an animal behavior test of
depression using a gene silencing model employing RNA interference for GALR1

(siGalR1).

Interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine: role of

serotonergic S-HT1AR

1. To evaluate the role of 5-HT1AR in the pharmacological interaction between
GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine in a behavioural test of depression

using the specific antagonist Way100635.

2. To study the effect of the coadministration of GAL(1-15) and fluoxetine on the
functional characteristics and mRNA expression of the serotonergic 5S-HT1AR in the
DR and dorsal hippocampus with autoradiography and in situ hybridization

experiments.
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RESULTS
All the methodology and results are detailed in the articles appended at the end of the

manuscript. In this section we described the most relevant results in this thesis.

Role of GAL(1-15) in anxiety and depression. Development of homology models of
the GALR1 and GALR?2 receptors.

To confirm the role of the GAL(1-15) fragment in anxiety and depression, a group of
animals was administered i.c.v with an effective dose of GAL(1-15) (3nmol) 15 min

before the tail suspension test or the dark/light test.

In the tail suspension test (Figure 1), GAL(1-15) at the dose of 3 nmol significantly

increased the immobility behavior recorded during the 6 min of testing.
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Figure 1: Behavioural effects of the administration of an effective dose of GAL(1-15) (3nmol) in the tail suspension
test. GAL(1-15) or CSFa were injected i.c.v. 15 min before the test. Data represent mean + SEM of immobility,
during the 6min test period (n=6-8 rats per group). *p<0.05 according to Student's unpaired t-test.

In the light/dark test (Figure 2) GAL(1-15) significantly decreased the total time spent
in the light compartment and the latency to enter in the dark chamber compared with
controls. Moreover, the latency time for reentering the light chamber was significantly

increased after GAL(1-15) treatment.
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Figure 2: Behavioural effects of the administration of an effective dose of GAL(1-15) (3nmol) in the light/dark test.
GAL(1-15) or CSFa were injected i.c.v. 15min before the test. Data represent the mean + SEM of the total time spent
in the light compartment, the latency to enter the dark chamber and latency time for reentering to light during the

Smin test period (n=5-6 rats per group). *p<0.05 according to Student's unpaired t-test.

Pharmacological interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine
To determine the existence of an interaction between FLX and GAL(1-15), a group of
animals was administered i.c.v. with GAL (1nmol) instead of GAL(1-15) to determine
whether the interaction with FLX is exclusive for the fragment or is also produced with
the complete molecule. The coadministration of FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15) (1nmol)
induced a strong decrease of more than 50% in the immobility time as well as a 40%
increase in the swimming time compared with the group injected only with FLX
(10mg/Kg) (Figure 3). These effects revealed the intensity of the interaction between
GAL(1-15) and FLX. On the other hand, the coadministration of
GAL(1nmol)+FLX(10mg/Kg) did not modify any parameter analysed in comparison
with the FLX(10mg/Kg) group (Figure 2), indicating that the interaction is exclusive for

GAL(1-15).
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Figure 3: Behavioural effects of the coadministration of an effective dose of FLX(10mg/kg) and GAL(1-15)(1nmol)
or Galanin(1nmol) in the FST. FLX were administered s.c. 23, 5 and 1h before the test. CSFa, GAL(1-15) and
Galanin were injected i.c.v. 15min before the test. Data represents the mean + SEM of immobility, climbing and
swimming time in FST during the Smin test period (n=7-8 rats per group). *p<0.05, **p<0.01 versus all the groups;

#p<0.05 versus Control according to a one way ANOVA followed by a Newman-Keuls multiple comparison test.

Interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine: role of the
GALRI1 and GALR?2 receptors

To determine the involvement of GALR1 and GALR?2 in the effect of GAL(1-15) on
FLX-mediated action, we first used the GALR2 specific antagonist M871 at a dose of
3nmol and a knockdown GALR2 rats (siGalR2) previously developed in our laboratory
(Millén et al., 2015). Then, we determined the role of GALR1 in the GAL(1-15)-FLX
interaction with a knockdown GALRI rats (siGalR1) since there are no commercial

antagonists specific for GALRI.

The obtained showed that, in animals administered with FLX(10mg/Kg) s.c. and
GAL(1-15)(Inmol)+M871(3nmol) i.c.v., the GALR2 antagonist blocked the reduction
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of the immobility time and in the increase in the swimming time induced by the
administration of FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15)(1nmol) (Figure 3). In addition, the
animals treated with FLX(10mg/Kg) and GAL(1-15)(Inmol)+M871(3nmol) did not
show differences in any of the parameters compared to the group injected only with
FLX(10mg/Kg) (Figure 4). This indicated that the antagonist M871(3nmol) blocked the
potentiation mediated by GAL(1-15)(1nmol) without modifying the effects of
FLX(10mg/Kg).
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Figure 4: Behavioural effects of the coadministration of an effective dose of FLX(10mg/kg) and GAL(1-15)(1nmol)
alone or in combination with M871(3nmol) in the FST. FLX was administered s.c. 23, 5 and 1h before the test. CSFa,
GAL(1-15) or GAL(1-15)+M871 were injected i.c.v. 15min before the test. Data represents the mean + SEM of
immobility, climbing and swimming time in FST during the Smin test period (n=7-9 rats per group). #p<0.05,
##p<0.01 versus FLX(10mg/Kg)+LCRa y FLX(10mg/Kg)+[GAL(1-15)(1nmol)+M871(3nmol)]; *p<0.05, **p<0.01

versus all the groups according to a one way ANOVA followed by a Newman-Keuls multiple comparison test.

We also tested the role of GALR2 in the GAL(1-15)-FLX interaction using siGalR2
animals in the FST. In this experiment, groups of siGalR2 animals were administered
with  FLX(10mg/Kg) or FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15)(Inmol) with the same
administration pattern as in the previous experiments. The results obtained in siGalR2

animals showed that the coadministration of FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15)(1nmol) did
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not induce differences in any of the parameters studied compared to the group of
animals injected only with FLX(10mg/Kg) (Figure5). It was also observed that, in
siGalR2 rats, the group treated with FLX(10mg/Kg) showed antidepressant effects with
respect to the control group. The results indicated that, in the siGalR2 animals, GAL(1-
15) lacked the enhancing effect on the effective dose of FLX without modifying its

antidepressant effects.
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Figure 5: Behavioural effects of the coadministration of an effective dose of FLX(10mg/kg) alone or in combination
with GAL(1-15)(1nmol) in siGalR2 rats. FLX or Veh was administered s.c. 23, 5 and 1h before the test. aCSF and
GAL(1-15) were injected i.c.v. 15min before the test. Data represents the mean = SEM of immobility, climbing and
swimming times in FST during the Smin test period (n=7-9 rats per group). *p<0.05, **p<0.01 versus Control

according to a one way ANOVA followed by a Newman-Keuls multiple comparison test.

To study the role of GALRI in the interaction between GAL(1-15)-FLX, we used
siGalR1 rats in the FST. In this experiment, we used groups of control siGalR1 animals,
FLX(10mg/Kg) and FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15)(1nmol) with the same administration
pattern as described above. In the siGalRl rat model, it was observed that
FLX(10mg/Kg) (Figure 6a) induced the same antidepressant effects as in normal rats.
On the other hand, the coadministration of FLX(10mg/Kg)+GAL(1-15)(Inmol) did not
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induce significant differences in any of the parameters compared to the group injected

with FLX(10mg/Kg) alone (Figure 6b).
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Figure 6: Behavioural effects of the administration of an effective dose of FLX(10mg/kg) A) and coadministration of

FLX(10mg/kg)+GAL(1-15)(1nmol) B) in siGalR1 rats. FLX or Veh was administered s.c. 23, 5 and 1h before the

test. aCSF, GAL(1-15) were injected i.c.v. 15min before the test. Data represents the mean + SEM of immobility,
climbing and swimming times in FST during the Smin test period (n=7-9 rats per group). *p < 0.05 according to

Student's unpaired t-test.

Taken together, the data obtained in the experiments that were performed to determine
the involvement of galaninergic receptors GALR1 and GALR2 in the interaction of
GAL(1-15)-FLX, reinforced the hypothesis that GALR1 and GALR2 are involved in
the mechanism of action of GAL(1-15), since the interaction shown by GAL(1-15) with
FLX at the behavioural level is blocked by administering antagonists or reducing the

expression of some of the two galaninergic receptors studied.

Interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine: role of
serotonergic S-HT1AR
To determine the involvement of the 5S-HT1AR in the GAL(1-15)-FLX interaction, we

carried out two experiments. We first studied the role of this receptor in the FST using
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the specific S-HT1AR antagonist Way100635. Then, by autoradiography and in situ
hybridization, we determined whether the coadministration of GAL(1-15) and FLX
modified the functional characteristics of 5-HT1AR and the expression levels of its

messenger mRNA.

In the first experiment, the injection patterns were the same as those described in
previous experiments. The results showed that the administration of FLX(10mg/Kg)
and GAL(1-15)(1nmol)+Way100635(6nmol) blocked the enhancing effect of GAL(1-
15) on FLX, since it induced a decrease in immobility time and an increase in
swimming time compared with the group treated with FLX(10mg/Kg) and GAL(1-
15)(1nmol) (Figure 7). The results also showed that the coadministration of
FLX(10mg/Kg) +Way100635(6nmol) did not induce significant differences compared
to the animals treated with the effective dose of FLX(10mg/Kg) alone in any parameters
(Figure6). These results suggested a fundamental role for 5-HT1AR in the enhancing
effect of GAL(1-15) over FLX. In addition, the Way100635 antagonist does not block
the effect of FLX administered at the indicated dose and times.
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Figure 7: Behavioural effects of the coadministration of an effective dose of FLX(10mg/kg) and GAL(1-15)(1nmol)
alone or in combination with Way100635(6nmol) in the FST. FLX was administered s.c. 23, 5 and 1h before the test.
CSFa, GAL(1-15), Way100635 or GAL(1-15)+Way100635 were injected i.c.v. 15min before the test. Data
represents the mean £+ SEM of immobility, climbing and swimming time in FST during the Smin test period (n=7-9
rats per group). *p<0.05, **p<0.01 versus all the groups according to a one way ANOVA followed by a Newman-

Keuls multiple comparison test.
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In the autoradiography and in situ hybridization experiments, the results showed that in
the dentate gyrus of the hippocampus (DG), the coadministration of FLX(10mg/Kg)
with GAL(1-15)(1nmol) produced a decrease of 30% in the value of the Kd and a
decrease of 15% in the Bmax compared with the group of animals injected with the
effective dose of FLX(10mg/Kg) (Figure 8) . In addition, the results obtained by in situ
hybridization also showed that the coadministration of FLX(10mg/Kg)+GAL(1-
15)(Inmol) induced a significant increase in mRNA levels in the DG and CA1 regions
compared to the other groups (Figure 9). No modification was observed in the
functional characteristics of the 5S-HT1AR or in the levels of expression of mRNA in the

DR in any experimental group.
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Figure 8: Effects on the binding characteristics of 5-HT1AR agonist [3H]-8-OH-DPAT in the dental gyrus (DG) of
the hippocampus (A) after the coadministration of FLX(10mg/kg) and aCSF or GAL(1-15)(Inmol). FLX was
administered sc 23, 5 and 1,25 h before sacrifice and GAL(1-15) or CSFa were injected i.c.v. 30 min before.
Saturation experiments were performed with ten concentrations of [3H]-8-OH-DPAT (0.26-10nM) in sections from
the hippocampus. Non-specific binding was defined as the binding in the presence of 10mM serotonin. The Kd and
the Bmax values are shown as the mean = SEM (n=6 per group). In FLX(10mg/kg) the Kd (nM) value was 1.2+0.1
and Bmax(fmol/mg prot) was 545 + 37. *p<0.05; **p<0.01 according to Student's unpaired t-test. (B) Representative
autoradiograms from hippocampus sections of rat showing an increase in the affinity of the agonist for 5-HT1AR

with a low concentration of the radioligand (1 nM).
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Figure 9: (A) Effects of the coadministration of FLX(10mg/kg) and GAL(1-15)(1nmol) on 5-HT1AR mRNA levels
in the dorsal hippocampus (CA1 and DG). FLX was administered sc 23, 5 and 1,25 h before sacrifice and GAL(1-15)
was injected i.c.v. 30min before sacrifice. The values of optical density (O.D.), and mean + SEM (n=6 per group), are
expressed as percentages with respect to the control values (100%). *p<0.05 versus all groups according to a one way
ANOVA followed by a Newman-Keuls multiple comparison test (B) Representative autoradiograms from the dorsal
hippocampus showing the levels of mRNA coding for S-HT1AR determined by in situ hybridization and the analysed

areas.

DISCUSSION

Role of GAL(1-15) in anxiety and depression. Development of homology models of
the GALR1 and GALR?2 receptors.

In the current study, we demonstrated that GAL(1-15) induces a depression-related and
anxiogenic-like effects in the tail suspension test, and the light/dark test respectively.
These results are in agreement with our previous work in which we had showed that
GAL(1-15) has a depression-related effect in the FST and an anxiogenic-like effects in
the open field that was significantly stronger than the corresponding behavioural effects
induced by GAL (Millon et al., 2015). Our results confirmed the view that, at a
behavioural level, GAL(1-15) has a specific role in brain communication and a potential

role in mood disorders.
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In this thesis, we also have developed, for the first time, homology models of GALRI
and GALR2 with complete receptor sequences using the software DiscoveryStudio
according to previous works (Eswar et al., 2007; Fiser, 2010). Several computational
works on interactions between GPCRs indicated that, in addition to the role of the
transmembrane segments in the formation of heterodimers, the participation of helix 8
located at the C-terminal is also important for the formation of receptor complexes
(Filizola et al., 2006; Simpson et al., 2010; Gorinski et al., 2012; Johnson et al., 2012).
The obtained homology models were visually compared to previous computational
models (Hui et al., 2016) and we also confirmed that the amino acid residues involved
in the interaction between different ligands with the galaninergic receptors are disposed
towards the internal cavity formed by the transmembrane segments, confirming the
adequate orientation of said residues with respect to a hypothetical place of union with
the GAL (Kask et al., 1998; Lundstrom et al., 2007; Runesson et al., 2010). Since the
precise structure of GALR1 and GALR?2 has not been elucidated, these models meet the
appropriate structural requirements to study the mechanisms involved in the formation

of the GALR1-GALR2 heterodimer.

Interaction between GAL(1-15) and the antidepressant fluoxetine: role of GALRI1,
GALR2 and 5-HT1AR.

In the current study, we demonstrated for the first time that GAL(1-15) enhances the
antidepressant-like effects induced by FLX in the FST. These effects were specific since
GAL lacks the effect. Our results also indicated the involvement of a GALR1-GALR2
heteroreceptor complex in the GAL(1-15)-mediated actions based on the use of the
specific GALR2 antagonist M871 and the siGalR1 and siGalR2 rat models.
Importantly, 5-HT1AR participates in GAL(1-15)-FLX interactions since the 5S-HT1AR
antagonist WAY 100635 blocked the behavioural effects in the FST induced by the
coadministration of GAL(1-15) and FLX. The mechanism underlying the GAL(1-15)-
FLX interactions involved increases in the affinity of 5S-HT1AR agonist binding in the
DG with changes also at the transcriptional level in both CA1 and DG. GAL(1-15)-FLX
interactions affected the binding characteristics as well as the mRNA levels of 5-
HT1AR specifically in the dorsal hippocampus, while leaving the 5S-HT1AR mRNA

levels of receptor agonist binding unaffected in the dorsal raphe.
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The FST is used as a behavioural test to predict the efficacy of antidepressant
treatments. The FST is an attractive behavioural screen for antidepressant drugs since it
is quick to perform, reliable across laboratories, and sensitive to the effects of all of the
major classes of antidepressant drugs. In this test, the main indication of an
antidepressant-like action of any given compound is a decrease in immobility behaviour
(Detke et al., 1995a, 1995b). The scoring of the active behaviours of swimming and
climbing gave additional information about the mechanism of action that mediates the
antidepressant-like effect. In fact, selective 5-HT reuptake inhibitors decrease

immobility and increase swimming behaviour (Detke et al., 1995a, 1995b).

Our results in the FST showed that FLX(10mg/kg) administered at 23, 5 and 1h before
the Smin test significantly reduced the immobility and increased swimming time and
FLX(2.5mg/kg) lacked these effects. These results are in agreement with previous
studies, and they validated the behavioural model that was used (Detke et al., 1997;
Estrada-Camarena et al., 2006). In addition, our results indicated that GAL(1-15)
enhanced FLX induced antidepressant effects in the FST. A decrease in immobility
behaviour and an increase in swimming behaviour were observed following cotreatment
with threshold doses of GAL(1-15) and FLX(2.5mg/kg). When administered alone,
neither GAL(1-15)(1nmol) nor FLX(2.5mg/kg) affected the performance in the test,
indicating that GAL(1-15) and FLX interacted to provoke the enhanced antidepressant-
like responses. Since an effective dose of GAL(1-15) induced a pro-depressive effect
(Millon et al., 2015), the antidepressant effect could only be due to the enhancement of
FLX action. Moreover, the strong enhancement by GAL(1-15) of the antidepressant

FLX action was validated using an effective dose of FLX.

On the other hand, the results indicated that GALRI and GALR2 participated in the
GAL(1-15) FLX interaction in the FST since the GALR2 antagonist M871 and the
siGalR1 and siGalR2 animals models blocked the enhancing effect of GAL(1-15) on the
antidepressant-like action of FLX. It is interesting to note that, in siGalR1 and siGalR2
rats, FLX alone reduced the immobility and increased swimming time in the FST,
indicating that the effect of FLX is not affected by the reduction of GALR1 or GALR2
expression. Previous work showed that GALR1-GALR2 heteroreceptors are observed
in the neurons of the dorsal hippocampus and DR (Millon et al., 2015). The enhancing
effects of GAL(1-15) on FLX mediated actions in the FST were not observed with the
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coadministration of GAL. These results validated the concept that GAL(1-15) mediated
actions depend on the existence of GALRI-GALR2 heteroreceptors complexes in the
brain, and they extend the vision of a specific role for GAL(1-15) in brain
communication (Borroto-Escuela et al., 2014; Fuxe et al., 2012; Millon et al. ., 2015,

2016).

We have also showed a fundamental role for the 5-HT1AR in the GAL(1-15)-FLX
interaction since the use of the specific 5S-HT1AR antagonist WAY 100635 blocked the
enhancing effects of GAL(1-15) over FLX in the FST. Several authors have reported
that WAY 100635, when administered together with an effective dose of FLX, is able to
block its antidepressant action. However, if the antagonist is administered at a different
time point, similar to in the current study, the antidepressant-like activity of FLX in the
FST is maintained (Estrada-Camarena et al., 2006; Serres et al., 2000). The fact that the
ability to block the effects of FLX in the FST by WAY100635 depends on its
management pattern is of great interest. It is compatible with the notion that GAL(1-15),
through allosteric agonist interactions in GALRI-GALR2-5-HT1AR heteroreceptor
complexes (Figure 10), may include effects on the recognition, pharmacology and
signalling of the participating 5-HT1AR protomers. Such events can facilitate the
understanding of the mechanism for improvement of FLX antidepressant actions by

GAL(1-15).

The coadministration of GAL(1-15) and FLX also modified the functionality and
expression of 5-HT1AR at the hippocampal level. The coadministration of GAL(1-
15)+FLX induced an increase in postsynaptic levels of the mRNA in the dorsal
hippocampus and a decrease in the Kd and Bmax values, specifically in the DG, while
there were no modifications at the DR level. Although we do not know the main types
of 5-HT homo- and heteroreceptor complexes involved in the antidepressant effects of
FLX, the results indicated an important role for hippocampal 5-HT1A postsynaptic
receptors in mediating the enhancing effects of the interaction GAL(1-15)-FLX,
possibly as members of heteroreceptor complexes 5S-HT1AR-GALR1-GALR2.

In previous works, we demonstrated that the GALR1-GALR2 complexes could operate
via allosteric GALR1-GALR2 interactions, which inhibited the Gq/G11-mediated

signalling of the GALR2 protomer and switched the isoreceptor complex towards Gi/o-
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mediated signalling (Borroto-Escuela et al., 2014; Millon et al., 2015). The increases in
the extracellular levels of 5-HT induced by FLX may favour the formation of GALRI-
GALR2-5-HT1AR complexes where the allosteric interactions could explain the
enhanced signalling of the 5-HTIAR protomer, although this mechanism must be
confirmed. The participation of other subtypes of 5-HT receptors in the interaction

should also be analysed.

In summary, our results indicated that the administration i.c.v. of GAL(1-15) improves
the antidepressant effects induced by FLX in the FST. The target for GAL(1-15) may
mainly be the 5S-HT1IAR-GALR1-GALR2 complex located in the dorsal hippocampus
(Fuxe et al. ., 2008, 2012; Millon et al., 2016 Millon et al., 2015). The results open up
the possibility of using GAL(1-15), or some agonist thereof or a bivalent drug, as a new

pharmacological augmentation strategy together with FLX against depression.

GALR2

Figure 9: Representative image of a hypothetical trimer formed by GALRI1-GALR2-5-HT1AR. The homology
models developed with DiscoveryStudio during the thesis work were used. A ZDOCK protocol (Cheng et al., 2003)

was used to generate this trimer.
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CONCLUSIONS
First: The intracerebroventricular administration of GAL(1-15) induces a depressive-
related and anxiogenic-like effect in the tail suspension test and in the light/dark test,

respectively.

Second: For the first time, homology models of the GALR1 and GALR2 receptors were
generated, including the N and C-terminal ends, to study the formation of GALRI-
GALR?2 heterodimers and the binding of these heterodimers with their ligands.

Third: GAL(1-15) at threshold doses enhances the antidepressant-like effects of FLX
in the FST. The enhancement induced by GAL(1-15) is mediated in effective and non-
effective doses of the antidepressant, showing a very strong effect with the effective
dose of FLX. This enhancement is exclusive of the GAL(1-15) fragment since GAL did

not induce any modification on the FLX effects.

Fourth: The galaninergic receptors GALR1 and GALR2 have a key role in the
enhancement induced by GAL(1-15) on the antidepressant-like effects of FLX in the
FST. The use of the GALR2 specific antagonist M871 and siGalR1 and siGalR2 rats
blocked the potentiation of GAL(1-15) over FLX. These results confirmed our previous
hypothesis that GAL(1-15) acts through the formation of the GALRI-GALR2

heterodimer.

Fifth: The serotonergic 5-HT1A receptor is involved in the interaction between GAL(1-
15) and FLX at the behavioural level. The specific antagonist of the 5S-HT1A receptor
Way100635 blocked the potentiation of GAL(1-15) on the antidepressant effects of
FLX in FST.

Sixth: The coadministration of GAL(1-15) and FLX modified the characteristics and
expression of 5-HT1A receptors in the dorsal hippocampus. An increase in the affinity
of the 5-HT1A receptors was observed together with a reduction in its density in the

GD, in addition to an increase in the levels of RNA messenger of the 5S-HT1A receptor

in the GD and in CAL.

Seventh: All the results obtained in this thesis suggested the formation of a mosaic of
GALRI1-GALR2-5-HT1AR receptors in the dorsal hippocampus as part of the
mechanism of action underlying the GAL(1-15)-FLX interaction which enhanced the
antidepressant effects of the FLX in the FST.
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The pharmacological treatment of major depression is mainly based on drugs elevating serotonergic (5-
HT) activity. Specifically, selective 5-HT reuptake inhibitors, including Fluoxetine (FLX), are the most
commonly used for treatment of major depression. However, the understanding of the mechanism of
action of FLX beyond its effect of elevating 5-HT is limited. The interaction between serotoninergic
system and neuropeptides signaling could be a key aspect. We examined the ability of the neuropeptide
Galanin(1-15) [GAL(1—15)] to modulate the behavioral effects of FLX in the forced swimming test (FST)
and studied feasible molecular mechanisms. The data show that GAL(1-15) enhances the antidepressant-
like effects induced by FLX in the FST, and we demonstrate the involvement of GALR1/GALR2 hetero-
receptor complex in the GAL(1-15)-mediated effect using in vivo rat models for siRNA GALR1 or GALR2
knockdown.

Importantly, 5-HT1A receptors (5HT1A-R) also participate in the GAL(1-15)/FLX interactions since the
5HT1AR antagonist WAY100635 blocked the behavioral effects in the FST induced by the coadminis-
tration of GAL(1-15) and FLX. The mechanism underlying GAL(1-15)/FLX interactions affected the binding
characteristics as well as the mRNA levels of 5-HT1A-R specifically in the dorsal hippocampus while
leaving unaffected mRNA levels and affinity and binding sites of this receptor in the dorsal raphe. The
results open up the possibility to use GAL(1-15) as for a combination therapy with FLX as a novel strategy
for treatment of depression.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

have been implicated in this pathology, the pharmacological
treatment of major depression is mainly based on drugs elevating

Major Depression is the most frequent mood disorder, with a
lifetime prevalence that has been reported to range from 7% to 21%
(Albert et al., 2011). It is associated with a substantial functional
impairment, diminished quality of life, increased burden both for
patients and caregivers, as well as with a higher risk of mortality.

Although several neurotransmitter systems and brain areas

* Corresponding author.
E-mail address: zaida@uma.es (Z. Diaz-Cabiale).

http://dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2017.03.010
0028-3908/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

serotonergic (5-HT) activity (Blier and de Montigny, 1994; Jans
et al, 2007). Specifically, selective 5-HT reuptake inhibitors
(SRRIs) are the most commonly used for treatment of major
depression. In particular, Fluoxetine (FLX) is usually chosen for the
treatment of symptoms of depression (Artigas, 2013). However the
understanding of the mechanism of action of FLX beyond its effect
of elevating 5-HT is limited. Recent studies have also implicated
several neuropeptides in the pathophysiology of depression in ro-
dents and in the possibility to use them as a combined treatment
with antidepressant drugs.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Am'Cl_e history: Galanin is a 29 amino acid neuropeptide widely distributed in neurons within the central nervous system.
Received 3 August 2016 Galanin exerts its biological activities through three different G protein-receptors and participates in a number
Received in revised form 24 January 2017 of functions, including mood regulation. Not only Galanin but also Galanin N-terminal fragments like
Accepted 24 January 2017

Available online 31 January 2017

Galanin(1-15) are active at the central level. In this work, we review the latest findings in studies on Galanin
and Galanin(1-15) in depression-related behaviours. Our focus is on animal models for depression, and we
pay some attention to research data obtained in human studies. Since Serotonin (5-HT), especially through 5-

g‘;f,vffsrs‘ff;n HT1A, and Galanin receptors interact at both pre-and postsynaptic level, the development of drugs targeting po-
Galanin tential GAL;-GAL,-5-HT1A heteroreceptor complexes linked to the raphe-hippocampal 5-HT neurons may repre-
sent new treatment strategies in depression.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Mood disorders, including depression and anxiety, are among the
most prevalent mental illnesses with high socioeconomic impact
(Gelenberg, 2010; Wittchen et al., 2011). Although the underlying
mechanisms have not yet been clearly defined in the last decade the im-
portance of the role of neuropeptides, including Galanin (GAL), and/or

* Corresponding author at: Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Malaga, Campus de Teatinos s/n, 29080 Malaga, Spain.
E-mail address: carmelomp@uma.es (C. Mill6n).
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their receptors in the treatment of stress-related mood disorders is be-
coming increasingly apparent (Kormos and Gaszner, 2013).

GAL is a 29 amino acid neuropeptide (Tatemoto et al., 1983) widely
distributed in neurons within the central nervous system (CNS) includ-
ing raphe nuclei, cerebral cortex and hippocampus (Jacobowitz et al.,
2004) among other nuclei involved in mood disorders. Three GAL recep-
tor subtypes (GAL;_3 receptors) have been described (Branchek et al.,
2000; Mitsukawa et al., 2008). GAL, and GAL; receptors, in particular,
are found in many regions of the CNS as demonstrated with in situ hy-
bridization, radioligand binding, and immunohistochemical studies
(Jacobowitz et al., 2004) and have all high affinity for GAL. GAL, and
GAL; receptors mainly activate inhibitory G proteins Gi/Go, while
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Abstract

Background: Galanin (GAL) plays a role in mood regulation. In this study we analyzed the action of the active N-terminal
fragment [GAL(1-15)] in anxiety- and depression-related behavioral tests in rats.

Methods: The effect of GAL(1-15) was analyzed in the forced swimming test, tail suspension test, open field test, and light/
dark test. The proximity of GAL, and GAL, receptors was examined with the proximity ligation assay (PLA). We tested the GAL
receptors involved in GAL(1-15) effects with the GAL, receptor antagonist M871 and with an in vivo model of siRNA GAL, receptor
knockdown or siRNA GAL, receptor knockdown rats. The effects of GAL(1-15) were also studied in the cell line RN33B.

Results: GAL(1-15) induced strong depression-like and anxiogenic-like effects in all the tests. These effects were stronger than
the ones induced by GAL. The involvement of the GAL, receptor was demonstrated with M871 and with the siRNA GAL, receptor
knockdown rats. The PLA indicated the possible existence of GAL, and GAL, heteroreceptor complexes in the dorsal hippocampus
and especially in the dorsal raphe nucleus. In the siRNA GAL, receptor knockdown rats the behavioral actions of GAL(1-15)
disappeared, and in the siRNA GAL, receptor knockdown rats the reductions of the behavioral actions of GAL(1-15) was linked to a
disappearance of PLA. In the cell line RN33B, GAL(1-15) decreased 5-HT immunoreactivity more strongly than GAL.

Conclusions: Our results indicate that GAL(1-15) exerts strong depression-related and anxiogenic-like effects and may give
the basis for the development of drugs targeting GAL, and GAL, heteroreceptor complexes in the raphe-limbic system for the
treatment of depression and anxiety.

Keywords: anxiety, depression, galanin

Introduction
Mood disorders, including depression and anxiety, are among World Health Organization, between 10% and 15% of the gen-
the most prevalent mental illnesses, with high socioeconomic eral population will experience a clinical depressive episode in

impacts (Gelenberg, 2010; Wittchen et al., 2011). According to the their lifetime (Wittchen et al.,, 2011). Although the underlying
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Chapter 9

Small Interference RNA Knockdown Rats in Behavioral
Functions: GALR1/GALR2 Heteroreceptor in Anxiety
and Depression-Like Behavior

Antonio Flores-Burgess, Carmelo Millon, Belén Gago,
José Angel Narvaez, Kjell Fuxe, and Zaida Diaz-Cabiale

Abstract

The gene silencing by RNA interference (RNAi) represents a new approach for inhibition of gene expres-
sion in cell culture and in vivo and it is a potential clinical tool for the treatment of illnesses, including
neuropsychiatric disorders. In this chapter, we described an animal model using this technology to study
the role of Galanin (1-15) [GAL(1-15)] through GALR1-GALR2 heteroreceptor complexes in anxiety
and depression-like behavior. We have generated siRNA GALRI and siRNA GALR2 rats to analyze the
involvement of GALRI-GALR?2 heteroreceptor complexes in the behavioral effects induced by GAL(1-
15). In this chapter, we provide a protocol for using these animal models to investigate the role of het-
erodimers in vivo when a behavioral test is needed.

Key words siRNA, Galanin (1-15), GALRI-GAL?2 heteroreceptor

1 Introduction

1.1 Small The gene silencing by RNA interference (RNAI) represents a new
Interference RNA approach for inhibition of gene expression in cell culture and
Technology in vivo. The RNAI gene silencing strategy is a process by which a

specific mRNA is targeted for degradation as a means of inhibiting
the synthesis of the encoded protein. The RNAI response is acti-
vated by the presence of double-stranded RNA (dsRNA) in cells.
The dsRNA is degraded into short double-stranded fragments
known as small Interference RNA (siRNA). The siRNA generated
enters the RNA-induced silencing complex (RISC), which becomes
activated upon guide (antisense) strand selection. The incorpo-
rated strand acts as a guide for the activated RISC complex to
selectively degrade the complementary mRNA [1, 2] (Fig. 1).

Antonio Flores-Burgess and Carmelo Millén contributed equally to the manuscript.
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