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Introduccién

1. TRASTORNOS EMOCIONALES: DEPRESION Y ANSIEDAD

1.1 Consideraciones generales

Los trastornos del estado de animo y de ansiedad son las formas mas prevalentes
de enfermedad mental. Segun un estudio realizado en la poblacién adulta europea
sobre la epidemiologia de las enfermedades mentales (Nutt y cols, 2007), un
14.7% de las personas padece algun tipo de trastorno del estado de animo a lo
largo de su vida, cifra muy similar a la de las personas que sufren un trastorno de
ansiedad (14.5%). La prevalencia de estos tipos de trastornos emocionales en
Europa es comparable a la observada en USA (Kessler y Wang, 2008) e indica que
los trastornos emocionales son un serio problema de salud en la sociedad
occidental. En este sentido, un informe reciente de la Organizaciéon Mundial de la
Salud alerta sobre las importantes implicaciones sociales y econdmicas asociadas
a estas enfermedades mentales, revelando que los trastornos emocionales estan
asociados a un incremento de la mortalidad y a un alto porcentaje de las
discapacidades laborales que se registran cada afio en los paises desarrollados
(World Health Organization, 2002).

A pesar del impacto social de los trastornos emocionales y del esfuerzo realizado
en el campo de la investigacion durante décadas en la busqueda de tratamientos
eficaces para estos trastornos, el conocimiento actual sobre estas enfermedades
mentales continla siendo limitado y los tratamientos existentes son adecuados tan
so6lo para el 45.8% de la poblacion afectada, en términos globales (Fernandez y
cols, 2007). Por ello, resulta fundamental profundizar en el conocimiento de estas
patologias para abordar la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas mas
eficaces.

Existe una alta comorbilidad entre los trastornos de ansiedad y del estado de
animo, con un 90% de los pacientes con trastornos importantes de ansiedad
experimentando algin episodio depresivo a lo largo de la vida y un 85% de los
pacientes deprimidos padeciendo sintomas de ansiedad (Gorman, 1996). Estos
datos sugieren que los sustratos neuroldgicos implicados en ambas patologias
puedan ser comunes. En este sentido, numerosas evidencias apuntan hacia una
desregulacién de los circuitos neuronales especificos del sistema cértico-limbico,
que regulan las respuestas al estrés, el humor y las respuestas emocionales,
similar en ambos trastornos de ansiedad y del estado de animo (Ressler y

Mayberg, 2007) y que son objeto de revision en los siguientes apartados.
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1.2 Neurobiologia de la ansiedad

1.2.1 Conceptos generales

La ansiedad puede considerarse como un componente adaptativo de la respuesta
al estrés ante circunstancias que amenazan la integridad fisica o emocional del
individuo. Se caracteriza por un incremento de las facultades perceptivas que
conlleva una estimulacion de la atencién y del cumplimiento de tareas, que
preparan al individuo para hacer frente a las situaciones que se le presentan. La
ansiedad tiene por tanto una funcibn muy importante relacionada con la
supervivencia. Sin embargo, si la respuesta frente al estimulo es desproporcionada
y persiste por encima del nivel de adaptacién, la ansiedad puede convertirse en
patolégica.

El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DMS-IV-TR,
American Psychiatric Association, 2005) permite clasificar, en funcion de los

sintomas, los diferentes tipos de trastornos de la ansiedad:

- Trastorno de Panico: presencia de crisis de panico recurrentes,
inesperadas y espontaneas.

- Fobia: temor intenso y persistente, excesivo e irracional, desencadenado
por la presencia o anticipacion de un objeto o situacion especificos.

- Trastorno Obsesivo-compulsivo: pensamientos, impulsos o imagenes
recurrentes que se experimentan como intrusos, no deseados e
inapropiados y causan ansiedad o malestar significativos y que inducen
comportamientos o actos mentales de caracter repetitivo.

- Trastorno por Estrés Postraumatico: malestar psiquico y fisiolégico
intenso ante la exposicibn a estimulos asociados a un acontecimiento
traumatico que es reexperimentado persistentemente a través de
recuerdos y suefios recurrentes durante un periodo de tiempo superior a
un mes.

- Trastorno por Estrés Agudo: sintomatologia similar al trastorno por estrés
postraumatico pero con una duracién de las manifestaciones clinicas
menor de 4 semanas que aparecen en el primer mes que sigue al
acontecimiento traumatico que ocasiona el trastorno.

- Trastorno de Ansiedad Generalizada: ansiedad persistente en el tiempo y
generalizada, no estando restringida a una situacion en particular.

- Trastornos de Ansiedad Secundarios: asociados a enfermedades médicas

o al consumo de sustancias (Ver Apartado 1.2.3).
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Aunque existen evidencias clinicas bien establecidas que diferencian las
modalidades de trastornos de la ansiedad, éstos comparten numerosas
similitudes, presentan una alta comorbilidad entre ellos y suelen responder a los
mismos tratamientos. La aproximacion a la ansiedad realizada en este capitulo se
centra en los puntos convergentes entre los diversos trastornos. Se presta
Unicamente una atencion especial a la ansiedad inducida por el consumo de
sustancias, puesto que es objeto especifico de estudio de parte de los principales
trabajos que conforman la presente Tesis Doctoral.

Los sintomas de la ansiedad son muy diversos, entre los que predomina una
hiperactividad vegetativa que se manifiesta con taquicardia, taquipnea, midriasis,
sensacion de ahogo, temblores en las extremidades, sensacién de pérdida de
control o del conocimiento, transpiracion, rigidez muscular, debilidad muscular,
insomnio, inquietud motora, dificultades para la comunicacién y pensamientos
negativos y obsesivos. El amplio espectro de sintomas de la ansiedad es reflejo de
la complejidad de los sustratos neurobioldgicos implicados en la manifestacién de

la ansiedad, como se describe en el apartado siguiente.

1.2.2 Sustratos neurobioldégicos de la ansiedad

1.2.2.1 Circuitos neuronales

La ansiedad puede entenderse como una evaluaciéon del riesgo frente a estimulos
emocionales que pueden resultar inicialmente tanto gratificantes como aversivos.
Esto sugiere que los sustratos neuronales subyacentes a los comportamientos
asociados a la ansiedad incluyen los circuitos asociados a la toma de decisiones
basadas en la predicciéon de probabilidades y los circuitos de recompensa y de
aversion. De esta manera, las estructuras corticolimbicas desempefian un papel
fundamental en la integraciobn del componente emocional y cognitivo de los
estados de ansiedad. De entre todas las estructuras implicadas en la ansiedad, la
mas relevante es la amigdala puesto que recibe la informacion sensorial y es
capaz de iniciar las respuestas comportamentales y vegetativas proyectando sobre
areas motoras y nucleos del tronco cerebral, como se representa en la Figura 1. La
informacién sensorial alcanza la amigala por dos vias principales: una via
monosinaptica rapida desde el nucleo del tracto solitario a través del nucleo
parabraquial o el talamo sensorial y una via multisindptica de accion retardada
desde la corteza primaria sensorial a través de la transmision cértico-talamica,
que permite un procesado de la informaciéon de mas alto nivel. Las principales
eferencias sobre las que proyecta la amigdala son: el locus coeruleus (aumenta la

liberaciéon de noradrenalina, la cual contribuye al incremento de la atencion), la
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sustancia gris periacueductal (responsable de los comportamientos defensivos), el
nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) (activa el eje HPA, consolidando la
respuesta al estrés), el nucleo hipotalamico lateral (estimula el sistema nervioso
simpatico) y el nudcleo parabraquial (modula la frecuencia respiratoria). La
informacion contextual, sobre el ambiente en el que se producen los estimulos, es
almacenada en el hipocampo y proyectada directamente hacia la amigdala. Asi, el
hipocampo es una estructura esencial en las respuestas condicionadas que
generan ansiedad anticipatoria y en la coordinacion y aprendizaje de las

respuestas globales ante amenazas o situaciones adversas (Gorman y cols, 2000).

PFC Medial, Cingulado <———— > Insula

s

Lateral Amigdala Talamo
Centl al sensorial

Basal ----{>»

Y

N

\ Tracto

+ + Solitario

Pituitaria Vias #
autonomas

Aferencias

Glandulas Viscerales

adrenales

Figura 1. Circuitos neuronales implicados en la ansiedad. La amigdala desempefia un papel central en
la integracién de los estimulos emocionales y la coordinacion de las respuestas. Adaptado de Gorman y
cols (2000).

A pesar de la amplia aceptacion de la amigdala y del hipocampo como estructuras
clave en los fendbmenos de la ansiedad, otras estructuras cerebrales estan
generando un interés creciente. De entre ellas, cabe destacar la corteza insular o
insula por su papel integrador de la informacion proveniente de la amigdala,
nucleo accumbens y corteza orbitofrontal que desempefia una funcidn
fundamental en la experiencia subjetiva emocional (Paulus y Stein, 2006). En la
insula se genera una sefal interoceptiva que predice la diferencia entre el estado
actual del cuerpo y el estado futuro frente a un estimulo determinado que, en
individuos propensos a los trastornos de ansiedad, puede ser aumentada debido a
una expectacion exagerada y aversiva que genera respuestas maladaptativas y

estados de ansiedad.
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1.2.2.2 Neuroquimica de la ansiedad

Una serie de neurotransmisores y neuropéptidos especificos modulan los circuitos
neuronales citados anteriormente, participando en las respuestas de la ansiedad
(Millan, 2003). Estos compuestos neuroquimicos se liberan durante las situaciones
de estrés y preparan al organismo para afrontar esas situaciones, incrementando
la atencién y la vigilancia, modulando la memoria y optimizando la utilizacién de la
energia corporal. Cuando la activacidon de estas respuestas se produce de manera
créonica puede inducir alteraciones en la funciébn de estos compuestos, con
consecuencias patolégicas. Los principales neurotransmisores y neuropéptidos

implicados en el control de la ansiedad son:

- la noradrenalina: la liberacion de noradrenalina inducida por las situaciones
de estrés produce un incremento de la atencién que permite mejorar las
posibilidades de adaptacion del organismo. Las neuronas noradrenérgicas se
encuentran principalmente en el locus coeruleus y proyectan sobre areas
implicadas en la integracion y la manifestacion de las respuestas a la
ansiedad, tales como la corteza prefrontal, la amigdala, el hipocampo, el
nucleo del tracto solitario, la sustancia gris periacueductal, el talamo y el
hipotalamo. Las eferencias del locus coeruleus activan el sistema nervioso
auténomo produciendo diversos efectos como la activacion de los sistemas
cardiorrespiratorios y la supresion de las funciones urogenitales vy
gastrointestinales (Tsigos y Chrousos, 2002). Los trastornos de ansiedad se
asocian a wuna funcién incrementada y sostenida de las neuronas
noradrenérgicas situadas en el locus coeruleus, que puede conducir a una
desregulacion de la capacidad de atenciéon y del rendimiento cognitivo
(Bremner y cols, 1996a; Bremner y cols, 1996b). Asi, sustancias como la
clonidina, que es un agonista de los autorreceptores adrenérgicos o, y que
por tanto disminuye la actividad de la noradrenalina, tienen un efecto
ansiolitico (Charney y Redmond, 1983). De la misma forma, sustancias como
el propanolol, que bloguean los receptores  adrenérgicos, son usadas para

tratar los sintomas vegetativos de la ansiedad (Emilien y Maloteaux, 1998).

- la serotonina (5-HT): diferentes tipos de estrés estimulan la liberacién de 5-
HT en la corteza prefrontal, nicleo accumbens, amigdala e hipotalamo lateral
(Kent y cols, 2002), que puede producir efectos ansioliticos 0 ansiogénicos
dependiendo de la regién cerebral implicada y del tipo de receptor
serotonérgico activado. Las alteraciones en la neurotransmisiéon de 5-HT

observadas en los trastornos de ansiedad pueden deberse o bien a una
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desregulacion de la liberacion de 5-HT y/o su recaptacion o bien a una
respuesta alterada a la sefial inducida por la 5-HT. En el primer caso,
estarian implicados los receptores presinapticos y/o el transportador de 5-
HT, mientras que en el segundo caso las alteraciones se deberian a un mal
funcionamiento de los receptores postsinapticos. Existen evidencias
controvertidas sobre la naturaleza del control ejercido por la 5-HT en los
fendmenos de ansiedad porque si bien la estimulaciéon de los receptores
presinapticos, que inhiben la actividad serotonérgica, produce un efecto
ansiolitico y la estimulacién de los receptores postsinapticos incrementa los
niveles de ansiedad (De Vry, 1995), uno de los tratamientos habituales de
estos trastornos es la administracion de compuestos que inhiben Ila
recaptacion de 5-HT e incrementan el tono serotonérgico. Esta aparente
controversia se debe a la complejidad de accién de la 5-HT y a la necesidad
de comprender en profundidad los mecanismos de accién de los farmacos
inhibidores de la recaptacion de la 5-HT. (Informaciéon detallada sobre el

sistema serotonérgico en el Apartado 1.3.2.1.1)

- el acido gamma-aminobutirico (GABA): es el principal neurotransmisor
inhibitorio del sistema nervioso central. Las estructuras corticolimbicas
implicadas en la modulacién de los estados de ansiedad, como la amigdala,
el hipocampo y la sustancia gris periacueductal, contienen las principales
redes de interneuronas GABAérgicas del cerebro. Estas interneuronas ejercen
un efecto inhibitorio sobre la liberacion de los principales neurotransmisores
implicados en las respuestas al estrés y la ansiedad, participando por tanto
de manera decisiva en el control del balance homeostatico (Kalueff y Nutt,
2007). De hecho, las sustancias mas utilizadas como ansioliticos y sedantes,
las benzodiazepinas, modulan la actividad GABAérgica aumentando la
potencia, la duracién y la amplitud de las acciones del GABA a través de la
unién al receptor GABA, (Millan, 2003).

- el glutamato: es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema
nervioso central. La ansiedad esta asociada a una sobreexcitacion neuronal
en respuesta al estrés, que se debe a una desregulacién del balance entre la
transmisién inhibitoria (GABA) y excitatoria (glutamato) (Simon y Gorman,
2006). Sustancias que disminuyen la actividad glutamatérgica, como el
inhibidor de la liberacion de glutamato riluzol, son efectivas para el

tratamiento de la ansiedad (Mathew y cols, 2005).
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la acetilcolina: participa en la regulacion bidireccional de los niveles de
ansiedad activando los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs), que
inducen la liberacion de diversos neurotransmisores en areas cerebrales
implicadas en las manifestaciones de la ansiedad (Picciotto y cols, 2002). Ver
Apartado 3.2.

los péptidos opioides: los compuestos enddgenos que activan los tres tipos
de receptores opioides (receptores mu, delta y kappa), que se encuentran
ampliamente distribuidos a nivel central, modulan los niveles de ansiedad
mediante el control que ejercen sobre la actividad de otros
neurotransmisores (Millan, 2003). Los receptores mu y kappa ejercen una
accion opuesta al receptor delta sobre la ansiedad, puesto que el blogueo del
receptor delta induce un incremento de los niveles de ansiedad mientras que
el blogueo de los receptores mu y kappa produce ansiolisis (Filliol y cols,
2000; Knoll y cols, 2007).

el CRF: desempefia un papel fundamental en la respuesta a estimulos
estresantes. El estrés incrementa los niveles de CRF en el PVN, activando el
eje HPA (Ver Apartado 1.3.2.2). Igualmente importante es la actividad de las
neuronas que contienen CRF (Figura 2a) que se encuentran en la amigdala,
donde estimulan la conducta del miedo en respuesta al estrés (Schulkin y
cols, 2005), en la corteza cerebral, donde podria reducir la expectacion hacia
el refuerzo (Tsigos y Chrousos, 2002), y en el hipocampo, donde promueven
el almacenamiento de la informacién contextual del estimulo estresante
(Joéls, 2008). Debido a la importancia del CRF en las respuestas al estrés
que estan alteradas en los trastornos de la ansiedad, el sistema del CRF se
ha convertido en una diana terapéutica para el tratamiento de estos
desoérdenes. Asi, los antagonistas del receptor para CRF de tipo 1 producen
ansiolisis en ensayos preclinicos con unos efectos secundarios minimos, por

lo que se hayan en fase Il de desarrollo clinico (Zoumakis y cols, 2006).

otros neuropéptidos: existen diversos péptidos ampliamente distribuidos
por todo el cuerpo que se unen especificamente a receptores acoplados a
proteinas G y que actlan como mensajeros en el sistema nervioso, bien
modulando la actividad de los neurotransmisores clasicos, o ejerciendo un
papel como factores de crecimiento (Holmes y cols, 2003). Numerosas
evidencias indican que los neuropéptidos son particularmente importantes
cuando el sistema nervioso es puesto a prueba por un estimulo estresante o

dafiino, como es el caso de un estimulo que genere ansiedad (Hokfelt y cols,
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2003). Los neuropéptidos mas destacados de entre los que han sido

relacionados con la ansiedad son:

0 Sustancia P: aunque el interés inicial sobre este neuropéptido se

centré6 en el papel desarrollado en el dolor y la inflamacién, se ha
demostrado que la sustancia P modula también la actividad neuronal
asociada a las manifestaciones de la ansiedad. La sustancia P produce
efectos ansiogénicos potenciando la actividad serotonérgica (Valentino y
cols, 2003) y noradrenérgica (Guyenet y Aghajanian, 1977). En
concordancia, el bloqueo farmacoldgico y genético de los receptores
NK1 (Figura 2b), especificos para la sustancia P, produce una
disminucién de los niveles de ansiedad en estudios preclinicos (File,
2000; Santarelli y cols, 2002). Sin embargo, los resultados de los
estudios clinicos han demostrado una escasa eficacia de los
antagonistas NK en el tratamiento de trastornos emocionales (Kramer
y cols, 2004; Keller y cols, 2006).

Neuropéptido Y: se encuentra densamente concentrado en el locus
coeruleus, el PVN, el hipocampo y el nucleo del tracto solitario, aunque
también se expresa en la amigdala, la corteza y el talamo, todas ellas
estructuras implicadas en los fendmenos de la ansiedad (Kask y cols,
2002) (Figura 2c). Existen evidencias tanto preclinicas como clinicas
que indican que el neuropéptido Y tiene un efecto ansiolitico sobre la
conducta y que podria participar en la capacidad de recuperaciéon tras
una situacion de estrés elevado (Griebel, 1999; Morgan y cols, 2000).
Esta funcién ansiolitica del neuropéptido Y podria deberse a la
capacidad de inhibir las neuronas del locus coeruleus (llles y cols, 1993)
y de ejercer efectos funcionalmente opuestos al CRF (Kask y cols,
2002).

Galanina: se expresa principalmente en el locus coeruleus, hipocampo
y corteza (Figura 2d), ejerciendo un papel inhibidor de la actividad de
las neuronas noradrenérgicas en el locus coeruleus y disminuyendo la
liberaciéon de noradrenalina en hipocampo y corteza (Hokfelt y cols,
1999). Se postula que el estrés produce un incremento en la expresion
de galanina que permite amortiguar la sobreexcitacion noradrenérgica
inducida igualmente por el estrés. Si el estrés perdura en el tiempo
puede producirse una excesiva expresion de galanina que potenciaria la

autoinhibiciéon del locus coeruleus, contribuyendo a la desregulacion de
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la actividad de la noradrenalina que se ha asociado a los trastornos de
la ansiedad (Harro y Oreland, 2001).

0 Colecistoquinina (CCK): se encuentra densamente localizada en la
corteza cerebral, amigdala e hipocampo y estd asociada a la
transmision GABAérgica. De hecho, GABA y CCK se expresan en las
mismas neuronas en multiples areas cerebrales y la actividad de GABA
inhibe ténicamente la liberacién de CCK. Frente a una situacion de
estrés, se produce una liberacibn de CCK que se asocia a
manifestaciones ansiogénicas (Harro, 2006). Por esta razon, las
sustancias que bloquean la actividad de este péptido se han postulado
como posibles ansioliticos, aunque se encuentran todavia en fase
experimental. Los escasos datos clinicos disponibles sobre la eficacia de
los antagonistas CCK no han proporcionado resultados prometedores
(Adams y cols, 1995; Pande y cols, 1999).
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Figura 2. Los neuropéptidos (a) CRF, (b) Sustancia P, (c) Neuropéptido Y y (d) galanina se
encuentran localizados en las areas cerebrales relacionadas con el control de las emociones y

la respuesta al estrés. Adaptado de Holmes y cols (2003).

1.2.3 Ansiedad asociada al consumo de sustancias

A diferencia de la mayor parte de trastornos de ansiedad, la ansiedad inducida por
sustancias no esta relacionada con la percepcion de determinados estimulos
estresantes. Es un tipo de ansiedad donde predominan las crisis de angustia o las
obsesiones 0 compulsiones causadas por la intoxicacibn con determinadas

sustancias o la abstinencia producida por el cese en el consumo de éstas (DMS-1V-
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TR, American Psychiatric Association, 2005). Por orden de frecuencia, podemos
enumerar las causas mas comunes de los trastornos de ansiedad inducidos por

sustancias:

- Ingesta excesiva de cafeina

- Drogas de abuso: nicotina, alcohol, cocaina, anfetaminas, éxtasis,
marihuana y alucinégenos

- Abstinencia del alcohol, de benzodiazepinas y de nicotina

- Medicamentos: fenciclidina (o derivados), agonistas p-adrenérgicos,

sedantes, hipnéticos

En el caso de las drogas de abuso, la asociacion entre el consumo de sustancias y
la ansiedad se puede establecer a dos niveles: el consumo de la sustancia como
factor de riesgo de desarrollar un trastorno de ansiedad (causa) 0 como
consecuencia de padecerlo (efecto). En la presente Tesis Doctoral hemos abordado
el caso de la nicotina desde estos dos niveles (Ver Capitulo 3). Por un lado, se han
evaluado los efectos ansiogénicos producidos por una dosis elevada de nicotina y
los efectos disforicos inducidos por la abstinencia de la nicotina (causa). Por otra
parte, se ha evaluado la capacidad de la nicotina para aliviar los niveles de

ansiedad producidos por la exposicién a una situacion estresante (efecto).

1.3 Neurobiologia de la depresion

1.3.1 Introduccién a la depresion

El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DMS-IV-TR,
American Psychiatric Association, 2005) permite distinguir, en funcién de los

sintomas, los diferentes tipos de trastornos del estado de animo:

- depresion mayor: sentimiento de desesperanza, desvalorizacion, apatia,
disminucién de energia durante un periodo de tiempo prolongado e
incluso pensamientos recurrentes sobre la muerte y el suicidio.

- distimia: estado de animo deprimido leve-moderado durante un periodo
de tiempo prolongado (2 afios o mas) alternando con periodos breves de
normalidad. Se caracteriza por la aparicién de sintomas depresivos pero
que no cumplen en conjunto los patrones diagndsticos de la depresiéon
mayor.

- trastornos bipolares 0 maniaco-depresivos: alternancia de fases
depresivas (desesperanza y pérdida de energia) y fases de gran euforia

que, dependiendo de la intensidad de los sintomas, pueden considerarse

12



Introduccién

maniacas (optimismo exagerado e hiperactividad, con posibilidad de

sintomas psicoéticos) o hipomaniacas.

De entre todos ellos, la depresibn mayor es la que presenta una mayor
prevalencia en la poblacion (Kessler y Wang, 2008). Se caracteriza por un estado
de abatimiento e infelicidad que puede ser transitorio o permanente. La depresiéon
es dos veces mas frecuente en la poblacién femenina que en la masculina y puede
tener importantes consecuencias sociales y personales, desde la incapacidad
laboral hasta el suicidio.

El principal criterio que establece el DSM-IV para el trastorno depresivo mayor es

la presencia de por lo menos cinco de los sintomas siguientes:

0 Estado de animo triste, disforico o irritable durante la mayor parte
del dia y durante la mayor parte de los dias

0 Anhedonia o disminucién de la capacidad para disfrutar o mostrar

interés y/o placer en las actividades habituales

Disminucién o aumento del peso o del apetito

Insomnio o hipersomnio

Enlentecimiento o agitacién psicomotriz

Astenia (sensacion de debilidad fisica)

Sentimientos recurrentes de inutilidad o culpa

Disminucién de la capacidad intelectual

0O 0O O O o o o

Pensamientos recurrentes de muerte o ideas suicidas

A pesar de la relevancia de la enfermedad y de haber sido el objeto de estudio de
numerosos escritos y tratados médicos desde que Hipécrates en el S. V a.C. la
describié por primera vez con el nombre de melancolia, el progreso en el
conocimiento de la neurobiologia de la depresion es todavia limitado. Se trata de
una enfermedad muy heterogénea con un origen multifactorial, donde caben
destacar factores desencadenantes como el estrés y la predisposicién genética,
aunque éstos no sean suficientes para explicar completamente la etiologia de la
enfermedad. El amplio espectro de sintomas de la depresién sugiere que existe
una gran complejidad de sustratos neurobiolégicos implicados en las
manifestaciones depresivas. A raiz del conocimiento de la funcién de diversas
areas cerebrales en condiciones normales, se postula que areas como el neocortex
y el hipocampo podrian estar relacionadas con los aspectos cognitivos de la
depresion, mientras que el estriado y la amigdala lo estarian con la memoria
emocional, la ansiedad y la anhedonia, y el hipotdlamo con los sintomas

neurovegetativos de la depresion (Nestler y cols, 2002a). La mayor parte del
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conocimiento adquirido sobre la neuroquimica de la depresion proviene del
descubrimiento casual en la década de los 50 del siglo pasado sobre las
propiedades antidepresivas de algunos compuestos que modulan los niveles de
monoaminas en el cerebro. Las evidencias acumuladas sobre la neurobiologia de
la depresion son revisadas en los apartados siguientes y se esquematizan en la

Figura 3.

To PFC

From PFC

—  GABAérgica

Glutamatérgica
——— Dopaminérgica
— Peptidérgica

Noradrenérgica/ Serotonérgica

Figura 3. Sustratos neurobiol6gicos de la depresion. La figura muestra de manera simplificada los
principales circuitos neuronales que pueden contribuir a los sintomas de la depresidon. La mayor parte
de la investigacion se ha centrado en el hipocampo y la corteza frontal, pero existe un interés creciente
sobre el papel desempefiado por las estructuras que participan en el refuerzo, la motivacién y el control
del miedo, como son el ndcleo accumbens (NAc), la amigdala y el hipotalamo. Se muestran también
las principales inervaciones que interconectan las diferentes areas cerebrales implicadas. Adaptado de
Nestler y cols (2002a).
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1.3.2 Sustrato neurobioldgico de la depresion

1.3.2.1 Sistema serotonérgico e hipdtesis monoaminérgica

1.3.2.1.1 Sistema serotonérgico

La 5-HT es una monoamina sintetizada en las neuronas localizadas en los nucleos
del rafe, que proyectan a multiples regiones cerebrales (Figura 4). Participa en la
regulacion de fenédmenos muy diversos, desde el ciclo circadiano y la ingesta hasta

los procesos cognitivos y las emociones.

Hiportdbapoe -_-._ "

Figura 4. Corte sagital de cerebro humano (superior) y de roedor (inferior) representando las
principales proyecciones serotonérgicas. En el cerebro humano: CRN, nucleo del rafe caudal;
DRN, nlcleo del rafe dorsal; C, cerebelo; TA, tadlamo; A, amigdala; TL, l6bulo temporal; ST,
estriado; PFC, corteza prefrontal; OC, corteza occipital. En el cerebro de roedor: B7—B9, grupo
de neuronas rostral; B1-3, grupo de neuronas caudal; B4—6, grupo de neuronas intermedio; B7,
nucleo del rafe dorsal (DRN); B8, nucleo del rafe dorsal medial; MFB, haz medial del cerebro
anterior; DS, estriado dorsal; VS, estriado ventral; PFC, corteza prefrontal. Adaptado de Cools y
cols (2008).
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La 5-HT se sintetiza a partir del aminoacido precursor tript6fano por la accién de
las enzimas hidroxilasa del triptéfano y decarboxilasa del L-amino acido aromatico.
Una vez sintetizada, es almacenada en vesiculas presinapticas mediante la accion
del transportador de monoaminas vesicular. La 5-HT es liberada al espacio
sinaptico, donde puede activar los receptores presinapticos y postsinapticos, ser

recaptada por el transportador de 5-HT (5-HTT) presinaptico o degradada por la

oxidasa de monoaminas (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de una sinapsis serotonérgica. Componentes pre y post sinapticos implicados en
la sintesis, liberacién, sefalizacion, recaptacion y degradaciéon de la 5-HT. El triptéfano es
transportado a los terminales sinapticos, donde se inicia la sintesis de 5-HT. Una vez sintetizada y
liberada, la 5-HT activa hasta 14 tipos diferentes de receptores, la mayoria de ellos postsinapticos,
a excepcion de los autorreceptores 5-HTi4 ¥ 5-HTip/18 que se hallan a nivel presinaptico. El receptor
5-HT; es el Unico que no esta acoplado a proteinas G y funciona como receptor ionéforo. VMAT,
transportador vesicular de monoaminas; PLC, fosfolipasa C; AC, adenilato ciclasa; IP;, inositol

trifosfato; DAG, diacilglicerol. Adaptado de Nestler y cols (2001).
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Se han identificado 14 tipos diferentes de receptores de 5-HT, todos ellos
acoplados a proteinas G excepto el receptor 5-HTs, que es un receptor ionéforo
(Nichols y Nichols, 2008). En general, los receptores 5-HT; estan acoplados a
proteinas de tipo G;, los receptores 5-HT, a proteinas de tipo G y los receptores 5-
HT,4, 5-HTs y 5-HT; a proteinas de tipo Gs, mediante las cuales se desencadenan
las cascadas de sefializacion asociadas a los efectos producidos por la 5-HT (Figura
5). No se conoce, en cambio, acoplamiento para el receptor 5-HTs.

Ademas de desencadenar la sefalizacién asociada a la 5-HT, los receptores de 5-
HT tienen la capacidad de modular la propia actividad serotonérgica. De entre
todos ellos, el 5-HT;4 y el 5-HT;p;s son los Unicos que se encuentran a nivel
presinaptico y que participan en esta regulaciéon directa de la actividad
serotonérgica (Figura 6). El autorreceptor 5-HT;, se encuentra en el soma de las
neuronas serotonérgicas y su activacion es capaz de inhibir la actividad eléctrica
de las propias neuronas. La activacion del receptor axonal 5-HTip (5-HT.z es el
homoélogo en roedores), disminuye también la actividad serotonérgica pero en este
caso reduciendo la sintesis y liberacion de 5-HT (Barnes y Sharp, 1999). En
cambio, la inhibicién de las neuronas serotonérgicas mediada por la actividad de
los receptores postsinapticos 5-HT;a, 5-HT,a, 5-HT2s y 5-HT,c se produce de
manera indirecta. Estos receptores estan situados en neuronas no serotonérgicas
que modulan la actividad de 5-HT a través de proyecciones GABAérgicas o
glutamatérgicas desde la corteza prefrontal o la habénula lateral (LHb) sobre el
nucleo del rafe (Sharp y cols, 2007) (Figura 6).

Aparte de los receptores de 5-HT, otro componente serotonérgico que desemperfia
un papel fundamental en la transmision de la 5-HT es el 5-HTT. El 5-HTT participa
en la finalizacion de la transmision sindptica serotonérgica, determinando la
amplitud y duracién de la misma, y numerosas evidencias apuntan hacia un papel
fundamental del 5-HTT como controlador de la regulacion de las emociones (Lesch

y Mdssner, 2006).
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Figura 6. Diagrama que resume la localizacién tedrica de los autorreceptores y receptores
postsinapticos de 5-HT y su implicacién en el mecanismo de regulacidon de la actividad de las

neuronas serotonérgicas en el cerebro. Adaptado de Sharp y cols (2007).

1.3.2.1.2 Hipo6tesis monoaminérgica

En la década de los 50 del siglo pasado se descubrieron de forma casual las
propiedades antidepresivas de dos tipos de sustancias: los compuestos triciclicos y
los inhibidores de la enzima monoamina-oxidasa (IMAO). Los primeros derivaban
de las fenotiazinas y surgieron de la investigacion de nuevas sustancias
antihistaminicas y sedativas. Se observd que estas sustancias triciclicas eran
capaces de elevar los niveles extracelulares de 5-HT y de noradrenalina inhibiendo
su recaptacion. Los IMAO, en cambio, se identificaron a partir del desarrollo de
farmacos antituberculosos y se observé que eran capaces de inhibir la enzima
critica en el metabolismo de las monoaminas. En base a las evidencias que
demostraban que ambos antidepresivos eran capaces de potenciar o prolongar las
acciones de las monoaminas, se postuldé la hipdtesis monoaminérgica de la
depresién. Esta hipoétesis propone que una reduccion de la actividad
monoaminérgica induciria una regulacién al alza de los receptores de estos
neurotransmisores en diferentes estructuras cerebrales y que estas alteraciones
podrian ser la causa del desarrollo de la depresién. Asi, la facilitacion de la

neurotransmisibn monoaminérgica seria clave en la accidon de los antidepresivos
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(Schildkraut, 1965). En la Tabla 1 se resumen las principales evidencias que

sustentan la hipotesis monoaminérgica de la depresion.

Tabla 1. Principales evidencias que implican una alteracion en las vias monoaminérgicas en la
patofisiologia de la depresion y que sustentan la hipotesis monoaminérgica de la depresion. Adaptado
de Garlow y Nemeroff (2004).

Nivel de accion Evidencia Replicabilidad

Disponibilidad del Niveles de TRP disminuidos en pacientes deprimidos +/-

precursor La deplecién de TRP induce una recaida en pacientes tratados con antidepresivos ++
La deplecion del TRP induce disforia en familiares de primer grado de pacientes ++
deprimidos

Sintesis del El PCPA, inhibidor de la hidroxilasa de TRP, induce una recaida en pacientes +

neurotransmisor tratados con antidepresivos

Almacenamiento del EIl tratamiento con reserpina, que depleciona el almacenamiento de las MA, induce ++

neurotransmisor sintomas depresivos en pacientes con historial depresivo

Liberacion del La fenfluramina y la MDMA, que incrementan la 5HT sindptica, causan moderada +

neurotransmisor euforia y sensacion de bienestar

El litio, que incrementa la liberacion de 5HT, aumenta la accion de los  +++
antidepresivos

Liberacion de prolactina en respuesta al TRP disminuida en pacientes deprimidos ++
Liberacion de prolactina en respuesta a la fenfluramina disminuida en pacientes  +++
deprimidos
Utilizacion de glucosa cerebral en respuesta a la fenfluramina disminuida en +
pacientes deprimidos
Liberacion de prolactina en respuesta al citalopram disminuida +
Autoreceptores Los agonistas 5HT;, pueden tener propiedades antidepresivas ++
presinapticos
Recaptacion del Los inhibidores de la recaptaciéon de 5HT son antidepresivos efectivos +++
neurotransmisor Disminucién de los sitios de recaptacion de 5HT en las plaquetas de pacientes  +++
deprimidos

Disminuciéon de los sitios de recaptacion de 5HT en cerebros postmortem de +/-
pacientes deprimidos

Sitios de recaptacion de 5HT regulados a la baja en respuesta a los antidepresivos +/-
(pacientes)

Sitios de recaptacion de 5HT regulados a la baja en respuesta a los antidepresivos ++
(animales de experimentacion)

Metabolismo del Los IMAOs son antidepresivos efectivos +++
neurotransmisor Niveles de metabolitos de 5HT bajos en pacientes deprimidos +/-
Niveles de metabolitos de 5HT bajos en pacientes con tendencia al suicidio +++
Receptores Receptor 5HT 5
postsinapticos Incremento de la B, en cerebros de suicidas +/-
Receptor 5HT;p
Respuesta disminuida de la GH al sumatriptan-zolmitriptan ++
Receptor 5HT,
Incremento de la B, €n cerebros de suicidas ++/-
Incremento de la B, en las plaquetas de pacientes deprimidos +++
Antagonistas son antidepresivos +++
Regulacion a la baja en respuesta a antidepresivos (pacientes) +
Regulacion a la baja en modelos animales de experimentacion +++
Abreviaturas: GH: hormona de crecimiento; MDMA: 3,4 = metilenodioximetamfetamina; PCPA:

paraclorofenilalanina; TRP: triptéfano
Replicabilidad: + = sin réplica; ++ = varias réplicas; +++ = altamente replicado; +/- = resultados inconsistentes

Durante décadas, la hipotesis monoaminérgica ha dominado el desarrollo de
nuevos farmacos antidepresivos, con un resultado relativamente exitoso ya que ha
permitido la aparicion de nuevos farmacos con menos efectos secundarios que los
triciclicos o los IMAO, como son los inhibidores de la recaptacion de la 5-HT o los

inhibidores duales de la 5-HT y noradrenalina, que han sido ampliamente
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utilizados en psiquiatria. No obstante, la hip6tesis monoaminérgica merece una
serie de consideraciones. En primer lugar, aunque la facilitacion de la
neurotransmision monoaminérgica es el mecanismo de accion inmediato de los
antidepresivos clasicos, ésta no puede mediar per se las acciones terapéuticas
puesto que los efectos clinicos aparecen tras una exposicion continuada al farmaco
durante al menos dos o tres semanas. Este periodo de tiempo desde el efecto
inicial sobre las monoaminas hasta la eficacia clinica sugiere que las acciones
agudas de estos farmacos inducen y mantienen una serie de adaptaciones
especificas en el cerebro que en dltimo término son las responsables de la eficacia
clinica (Heninger y cols, 1996). En segundo lugar, existen muy pocas evidencias
que relacionen anomalias primarias en las vias monoaminérgicas del cerebro como
causa de los sintomas depresivos (Charney, 1998). Ademas, la modulacion de las
vias monoaminérgicas ejerce efectos paliativos en diversos mecanismos
fisiopatolégicos, como los trastornos de panico, los desérdenes obsesivos-
compulsivos o el dolor crénico, indicando que la implicacion de las vias
monoaminérgicas no es especifica de la depresién. Por udltimo, no todos los
compuestos que facilitan a transmisibn monoaminérgica son antidepresivos
efectivos, como es el caso los psicoestimulantes y otros facilitadotes de la accién
de las monoaminas.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones y el hecho de que los actuales
tratamientos son efectivos tan s6lo en un 50% de los pacientes (Walsh y cols,
2002), se han postulado recientemente nuevas hipoétesis sobre la depresiéon que
van mas allda de las monoaminas, partiendo del conocimiento que se ha ido
adquiriendo sobre los mecanismos de accion de los antidepresivos (Berton y
Nestler, 2006). Estas hipotesis proponen la desregulaciéon de la respuesta al
estrés, alteraciones en la plasticidad neuronal y modificaciones de los circuitos de
recompensa y motivacion como mecanismos claves en la neurobiologia de la
depresion, y aportan un punto de vista mas amplio para el desarrollo de nuevas
terapias para la depresion. Desde esta nueva perspectiva, las monoaminas son
consideradas como elementos moduladores de otros sistemas neurobiolégicos que

pueden tener una relacion mas primaria con la depresion (Heninger y cols, 1996).

1.3.2.2 Estrés y control del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA)

Aunque el estrés per se no es suficiente para inducir una depresion, se ha
demostrado que la exposicion a situaciones de estrés intenso o prolongado puede
ser la causa de la aparicion de cuadros depresivos en individuos susceptibles
(Kendler y cols, 1999). De hecho, aproximadamente la mitad de los individuos

deprimidos presentan una excesiva activacion del eje HPA, que puede ser
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corregida con un tratamiento con antidepresivos (Holsboer, 2001). Ademas, en
modelos animales la exposicion crénica al estrés induce un estado que reproduce
algunos de los rasgos clinicos mas relevantes de la depresion (Willner, 2005),
como se describe en el Apartado 1.4.2. Por tanto, a pesar de que no se conocen
todos los detalles de la interaccion, existen evidencias claras sobre la implicacion
del estrés en la etiologia de la depresion.

Cuando el organismo es expuesto a un estrés, diversos mecanismos se activan
con el objetivo de restablecer la homeostasis. El mecanismo mas relevante por el
cual el cerebro reacciona frente a una situacidon de estrés es la activacion del eje
HPA (Figura 7). Ante esta situacion, las neuronas del PVN que contienen el factor
liberador de corticotrofina (CRF) secretan este factor, que en la pituitaria anterior
estimula la sintesis y liberacion al torrente sanguineo de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH). La ACTH a su vez estimula en la corteza adrenal la
sintesis y liberacion de glucocorticoides, el principal de los cuales es el cortisol en
humanos y la corticosterona en roedores. Estas hormonas, los glucocorticoides,
ejercen numerosas acciones a nivel periférico y a nivel del sistema nervioso
central. A nivel periférico, los glucocorticoides estan implicados en la movilizacién
energética (glucogenolisis), en la modulacion de la respuesta inmune y en la
regulacion del sistema cardiovascular. A nivel central, los glucocorticoides ejercen
importantes funciones fisiolégicas en el control del ciclo circadiano y en las
respuestas a las situaciones estresantes. La actividad del eje HPA esta controlada
por diversos circuitos cerebrales, incluyendo el hipocampo, que ejerce una
influencia inhibitoria sobre las neuronas del PVN que contienen CRF, y la amigdala,
que ejerce una influencia excitatoria (Figura 7). Los glucocorticoides son capaces
de producir un potente control inhibitorio sobre la propia actividad del eje HPA
regulando la accidon de las neuronas del hipocampo y del PVN, generando asi un

mecanismo de retroalimentacion que favorece la homeostasis.
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Figura 7. Regulacion del eje HPA. Las neuronas del PVN que contienen CRF integran informacion
relevante para el estrés. Los principales mecanismos neuronales que participan en su regulacién
incluyen aferencias excitatorias de la amigdala y aferencias inhibitorias del hipocampo. El CRF es
secretado por las neuronas del PVN y activa la pituitaria anterior que libera ACTH en el torrente
sanguineo. La ACTH en la corteza adrenal estimula la liberacion de glucocorticoides. Entre sus
numerosas funciones, los glucocorticoides inhiben la sintesis y liberaciéon de CRF y ACTH. De esta

manera, los glucocorticoides inhiben su propia sintesis. Adaptado de Nestler y cols (2002a).

Los glucocorticoides actlan a través de la unibn a dos tipos de receptores
citoplasmaticos: los mineralocorticoides (MR) o de tipo I, y los glucocorticoides
(GR) o de tipo Il. Estos receptores se expresan abundantemente en las
estructuras limbicas, donde median acciones distintas y complementarias (de
Kloet y cols, 1998). La afinidad de los GR por los glucocorticoides es 10 veces
menor que la de los MR, de manera que en condiciones fisiologicas los MR estan
practicamente ocupados por los glucocorticoides circulantes, contribuyendo al
mantenimiento de la homeostasis, mientras que en esas condiciones basales tan
s6lo un 10% de los GR se halla ocupado. Esta baja ocupacion de los GR se invierte
cuando existe una elevacion subita de los niveles de glucocorticoides debida a un
pico del ciclo circadiano o0 a una situacion de estrés. Debido a esta distinta
ocupacion de MR y GR, se ha propuesto una funcidon diferenciada para estos dos
receptores, con una actividad ténica inhibitoria del MR y una funcion del GR en la
retroalimentacion negativa del eje HPA durante el estrés o en un pico circadiano
(de Kloet y cols, 1998). Recientemente, el descubrimiento de unos MR de
membrana con menor afinidad por los glucocorticoides que los MR citoplasmaticos

ha llevado a formular la hipdotesis de que los MR participarian también en las fases

22



Introduccién

mas tempranas de la respuesta al estrés (Joéls y cols, 2008). Los glucocorticoides
ejercen su accion a través de los receptores GR y MR por dos vias distintas. La
mas estudiada de estas vias es la gendmica, que implica la translocacion de los
receptores al ndcleo donde modifican la transcripcion de diversos genes y que por
tanto participa en las respuestas al estrés mas lentas (Datson y cols, 2008). La
otra via por la que actian los glucocorticoides es la no genémica, que
desencadena las respuestas inmediatas al estrés mediante la activacion de vias de
sefalizacion intracelular y mediante la alteraciéon de componentes de la membrana
neuronal (Haller y cols, 2008).

Una de las estructuras cerebrales donde existe mayor densidad de receptores MR
y GR es el hipocampo, hecho que le confiere una relevancia importante como
modulador de la respuesta al estrés y como diana de los efectos adaptativos
inducidos por el estrés. Los glucocorticoides liberados tras un estrés agudo
incrementan de manera inmediata la excitabilidad de las neuronas hipocampales
facilitando la potenciacién a largo plazo (LTP) en el area CA1, que es uno de los
sustratos neurobiolégicos mas importantes para el aprendizaje y la formacién de
la memoria (Wiegert y cols, 2006). A su vez, los glucocorticoides inician una serie
de eventos por via genémica que producen efectos conductuales al cabo de unas
horas de la exposicion al estrés y comportan un restablecimiento de la actividad
normal y una preservacion de la informaciéon que se ha adquirido durante la
situacion de estrés (Figura 8). De esta manera, el organismo esta 6ptimamente

preparado para afrontar una situacion de estrés similar en el futuro (Joéls, 2008).
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Figura 8. Representacion esquematica de la excitabilidad del hipocampo durante las diversas fases de

la exposicién a un estrés agudo. Adaptado de Joéls (2008).
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En cambio, la exposicion cronica a elevadas concentraciones de glucocorticoides,
puede alterar la funcidén de las neuronas hipocampales. La actividad tonica de los
receptores MR deja de ser predominante puesto que los receptores GR estan
constantemente activados y esto comporta una desregulacion de la induccion de
LTP por un exceso en la excitabilidad glutamatérgica, que puede conducir a una
deficiencia cognitiva como la que se relaciona en ocasiones con la depresion
(Joéls, 2008). Aparte de las alteraciones inducidas sobre la excitabilidad de las
neuronas hipocampales, la exposicion crénica al estrés puede producir una
deficiencia en la neuroplasticidad del hipocampo reduciendo la arborizacién de las
dendritas y la neurogénesis, comprometiendo por tanto la actividad hipocampal
(Sapolsky, 2003). De esta manera, la funciéon inhibitoria del hipocampo sobre el
HPA puede reducirse, induciendo un incremento en los niveles circulantes de
glucocorticoides que pueden resultar en un dafio adicional sobre el hipocampo,
produciéndose asi una retroalimentacion positiva con consecuencias patoldgicas.
Esta alteracion de la plasticidad neuronal puede ser remitida por la accién de los
antidepresivos (Pittenger y Duman, 2007).

Las alteraciones del eje HPA y los trastornos de tipo depresivo no parecen estar
Unicamente relacionadas por el hipercortisolismo asociado al estrés crénico, sino
que también juega un papel importante el incremento en la actividad del CRF, que
es un elemento critico en la memoria emocional y en la percepcion de los
estimulos aversivos o reforzantes. De hecho, los receptores de CRF estan siendo
investigados como posibles dianas terapéuticas para tratar los desoérdenes
emocionales puesto que los antagonistas de estos receptores presentan un

potencial antidepresivo (Holsboer y Ising, 2008).

1.3.2.3 Plasticidad neuronal

La plasticidad neuronal es la capacidad del sistema nervioso de remodelar los
contactos entre neuronas y la eficiencia de las sinapsis, propiedad que le confiere
la posibilidad de adaptarse a diferentes situaciones. Se ha asociado la depresion
con una deficiencia en la plasticidad neuronal tanto a nivel de la morfologia de las
dendritas como a nivel de la supervivencia y viabilidad de las células (Pittenger y
Duman, 2008).

1.3.2.3.1 Hipdtesis neurotrofica

Los factores neurotroficos son potentes reguladores de la plasticidad y la
supervivencia de las neuronas adultas y de la glia, ademas de desempefiar un
papel fundamental en el crecimiento y diferenciacién neuronal durante las etapas

de desarrollo embrionario (Huang y Reichardt, 2001). De entre los diferentes
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factores neurotréficos, uno de los méas abundantes en el cerebro es el BDNF
(factor neurotréfico derivado de cerebro), que promueve la plasticidad neuronal
activando la via de sefalizacion asociada al receptor especifico TrkB (Kaplan y
Miller, 2000). EI BDNF es el factor neurotrofico sobre el que mas evidencias
existen de la relacion entre la deficiencia en la plasticidad neuronal inducida por la
exposicion al estrés y el desarrollo de la depresion (Duman y Monteggia, 2006). El
estrés cronico o severo reduce los niveles de BDNF en el hipocampo (Smith y cols,
1995) y la arborizacién de las dendritas (Sapolsky, 2003). Una disminucién similar
en los niveles de BDNF se ha observado en el hipocampo de individuos deprimidos
suicidas (Dwivedi y cols, 2003). Los antidepresivos son capaces de revertir el
efecto del estrés sobre el BDNF e incluso incrementar su expresion, promoviendo
asi la normalizaciéon de la plasticidad neuronal, tanto en modelos animales
(Dwivedi y cols, 2006) como en pacientes deprimidos (Chen y cols, 2001).

Estas observaciones han contribuido a postular la hipétesis neurotréfica de la
depresion (Figura 9), que plantea que una deficiencia en el aporte de factores
neurotréficos contribuiria a una patologia hipocampal durante el desarrollo de la
depresion y que la reversion de esa deficiencia mediante el tratamiento con
antidepresivos seria crucial en la mejora de la sintomatologia depresiva (Duman y
Monteggia, 2006).
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Antidepresivos
Figura 9. Hipotesis neurotréfica de la depresion. La exposicion a un estrés severo o crénico produce

una reduccién de la arborizacidon dendritica respecto a con una situaciéon normal (panel izquierdo), que
puede estar relacionada con una deficiencia en el aporte de BDNF y con la aparicion de un estado
depresivo (panel central). El tratamiento con antidepresivos revierte esta situacién, promoviendo la
arborizacién dendritica y la expresion de BDNF (panel derecha). Este ultimo efecto podria estar

mediado por la activacion del factor de transcripcion CREB. Adaptado de Nestler y cols (2002a).
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La accion de los antidepresivos sobre la expresion de BDNF estd modulada, al
menos parcialmente, por la actividad del factor de transcripcion CREB (Conti y
cols, 2002). CREB es un elemento integrador comun de las vias de sefalizacion de
numerosos estimulos extracelulares que influyen sobre la plasticidad y la
supervivencia neuronal, de manera que el incremento en la actividad de CREB
inducido por los antidepresivos podria modular numerosas vias relacionadas con la
plasticidad neuronal mas alla del BDNF (Carlezon y cols, 2005). De esta manera,
existen numerosas dianas moleculares por las que se podria incrementar la
plasticidad y supervivencia neuronal en los trastornos emocionales modulando la

actividad de CREB (Figura 10).
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Figura 10. Principales vias de sefializacién implicadas en la neuroplasticidad y afectadas por el estrés,
la depresion y el tratamiento con antidepresivos (ADs) que confluyen en CREB. La figura muestra
alguna de las dianas por las que se podria modular la actividad de CREB para mejorar la plasticidad y
supervivencia neuronal en los trastornos emocionales: (a) inhibidores de fosfodiesterasas; (b)
moduladores de las MAPkinasas; (c) agonistas mGIuR I1/111; (d) sustancias que atentan la liberacion
de glutamato (Glu); (e) potenciadores de AMPA; (f) antagonistas de NMDA; (g) sustancias que
potencian la liberacion de factores troficos y la retirada de los excesos de glutamato mediados por la
glia; (h) antagonistas del CRF y (i) de los glucocorticoides; (j) sustancias que regulan al alza Bcl-2.

Adaptado de Mathew y cols (2008).

26



Introduccién

A pesar de que la hipotesis neurotréfica de la depresion unifica evidencias clinicas
y preclinicas sobre el vinculo entre el estrés y el desarrollo de los trastornos
depresivos, esta hipo6tesis tiene una importante limitaciéon ya que las alteraciones
de la neuroplasticidad en determinadas areas cerebrales implicadas en la
depresion pueden tener efectos opuestos a los descritos en el hipocampo. Por
ejemplo, un incremento en la expresion de BDNF en la via dopaminérgica
mesolimbica produce un efecto pro-depresivo (Berton y cols, 2006). De manera
similar, la neuroplasticidad en la amigdala parece ir en sentido opuesto al
propuesto hipotéticamente. El estrés crénico y los glucocorticoides incrementarian
la arborizacién dendritica y la conectividad neuronal en la amigdala y contribuirian
al desarrollo de un estado depresivo (Vyas y cols, 2002). Por tanto, es necesario
profundizar mas en el conocimiento de estos fendmenos para caracterizar
completamente los efectos globales de la activacién de las vias asociadas con la

neuroplasticidad con el fin de plantear posibles dianas terapéuticas.

1.3.2.3.2 Neurotoxicidad y neurogénesis

Aparte de la remodelacion dendritica y la conectividad de las neuronas, otros
importantes aspectos de la plasticidad neuronal que resultan relevantes en el
desarrollo de la depresion son la supervivencia neuronal y la capacidad de
neurogénesis en el hipocampo. Por un lado, esta estructura es una de las mas
sensibles a la pérdida neuronal debida a la exposiciéon a diferentes situaciones
neurotéxicas como los infartos, la hipoxia-isquemia o la hipoglucemia. La
exposicion excesiva a los glucocorticoides induce también neurotoxicidad, bien de
manera directa o bien potenciando los efectos neurotéxicos de otros insultos
(Sapolsky, 2000). De esta manera, el estrés excesivo podria asociarse con la
neurodegeneracion hipocampal descrita en pacientes deprimidos que presentan
una reduccion del volumen de esta estructura (Bremner y cols, 2000), tanto por la
reduccion de la arborizaciéon dendritica como por la muerte neuronal que produce.

Por otro lado, la regién del giro dentado del hipocampo es una de las dos Unicas
estructuras del cerebro adulto, junto con la zona subventricular, en las que se
produce neurogénesis (Ming y Song, 2005). La funcién especifica y la relevancia
de estas nuevas neuronas generadas sigue sin estar completamente establecida,
aunque existen evidencias de que puedan desempefiar un papel relevante en el
aprendizaje (Leuner y cols, 2006) y en la patofisiologia y tratamiento de los
trastornos depresivos (Warner-Schmidt y Duman, 2006). El hecho de que los
factores troficos sean imprescindibles en este proceso de generaciéon de nuevas
neuronas (Sairanen y cols, 2005) y que el estrés sea uno de los principales

reguladores negativos de la neurogénesis apoyan esta Ultima hipotesis. La
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exposicidon a un estrés severo o repetido induce un rapido y prolongado descenso
en la tasa de proliferacion celular que es revertido por el tratamiento créonico con
antidepresivos (Warner-Schmidt y Duman, 2006). Asimismo, se ha demostrado
que la neurogénesis es necesaria para que los antidepresivos sean efectivos en
diferentes modelos animales de depresion (Santarelli y cols, 2003). Una
esquematizacion sobre el fenédmeno de la neurogénesis y la implicacion de los

factores troficos y los antidepresivos en este proceso puede verse en la Figura 11.

CA3

Figura 11. Modelo neurotréfico para la diferenciacion de las nuevas neuronas generadas en el
hipocampo y los efectos de los antidepresivos sobre este proceso. 1) Los precursores neurales
proliferan en el giro dentado (DG), proceso que es inhibido por el estrés y estimulado por los
antidepresivos. 2) Las nuevas neuronas se diferencian y extienden un axén hacia la region CA3. 3)
Cuando las nuevas neuronas alcanzan esta regidon forman una sinapsis con las dendritas de las
neuronas piramidales de CA3, proceso dependiente de factores neurotréficos liberados de forma
dependiente de la actividad de estas neuronas piramidales. 4) Las neuronas que no logran formar una
sinapsis activa son eliminadas por apoptosis. 5) Las neuronas que consiguen conectar las proyecciones
provenientes de la corteza entorrinal (EC) con las neuronas de CA3 sobreviven como parte integrante
de la red neuronal del hipocampo. 6) Las neuronas granulares preexistentes que pierden la
competencia por la transmisiéon sinaptica son eliminadas. Existen evidencias de los efectos de los
antidepresivos sobre estos procesos a todos los niveles excepto en las fases 2 y 3. Adaptado de

Castrén (2004).

Teniendo en cuenta las evidencias resefiadas, podemos concluir que existe una
convergencia entre las consecuencias de la exposicion crénica al estrés, las
alteraciones de la neuroplasticidad (morfologia, neurotoxicidad y neurogénesis) y

los mecanismos de accion de los antidepresivos.

1.3.2.4 Motivacion y circuitos de recompensa

La mayor parte de la investigacion realizada sobre el sustrato neuroanatémico de
la depresion se ha centrado en el papel desarrollado por el hipocampo y la corteza

frontal en las deficiencias cognitivas asociadas a este trastorno y al control de las
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emociones. Sin embargo, dada la importancia de la anhedonia, o disminucién de la
motivacion, que presentan la mayoria de los individuos deprimidos, parece
evidente que las regiones cerebrales que modulan la motivacion y los circuitos de
recompensa puedan participar igualmente en la patofisiologia de la depresion
(Nestler y Carlezon, 2006).

A partir de estudios realizados dentro del campo de investigacion de la adiccidon a
las drogas, se ha podido identificar el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
como un sustrato esencial para la recompensa y la motivacion de las drogas asi
como de los estimulos naturales como la comida, el sexo o las interacciones
sociales (Cami y Farré, 2003). El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico tiene
como origen el area tegmental ventral (VTA) e incluye tanto las proyecciones
desde este ndcleo hacia estructuras limbicas como el ndcleo accumbens y la
amigdala y hacia la corteza prefrontal, como las proyecciones de diferente

naturaleza que modulan estas vias (Figura 12).
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Figura 12. El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Se origina en el VTA y proyecta hacia
estructuras limbicas como el ndcleo accumbens (NAcc) y la amigdala y hacia la corteza prefrontal. La
actividad de esta via esta regulada por las proyecciones provenientes del nucleo del rafe, del locus
coeruleus, de la corteza prefrontal y de la amigdala, asi como por otras interneuronas de diferente

naturaleza. Adaptado de Cami y Farré (2003).

La exposicion al estrés induce una potente activacion de las neuronas
dopaminérgicas del VTA que supone la estimulacién del ndcleo accumbens. Se
postula que esta estimulacion del VTA inducida por el estrés representa un
mecanismo positivo para potenciar la motivacion del individuo para hacer frente a
la situacion estresante. Sin embargo, el estrés crénico puede causar adaptaciones
a largo plazo en la via VTA-nucleo accumbens con consecuencias patoldgicas

asociadas a la depresion. De hecho, la manipulaciéon de la via VTA-ndcleo
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accumbens puede modificar la conducta de tipo depresivo en algunos modelos
animales (Nestler y Carlezon, 2006).

Uno de los elementos clave en las adaptaciones de la via VTA-nUcleo accumbens
que se han descrito es el factor de transcripciéon CREB. El estrés o las drogas de
abuso estimulan la actividad de CREB en el nucleo accumbens, donde tiene un
profundo efecto en la respuesta de los animales a los estimulos emocionales
(Blendy, 2006). Asi, incrementos sostenidos de la actividad de CREB en el nucleo
accumbens reducen los efectos reforzantes de estimulos naturales y de diversas
drogas, indicando que puede producir anhedonia y por tanto signos pro-depresivos
(Wallace y cols, 2004). En corcondancia, la reduccion de la actividad de CREB en
el nucleo accumbens potencia los efectos reforzantes de estos mismos estimulos
(Barrot y cols, 2002) y tiene efectos antidepresivos en el test de la natacion
forzada (Pliakas y cols, 2001). Este papel desempefiado por el CREB en el ndcleo
accumbens discrepa completamente con las propiedades antidepresivas mediadas
por el CREB en el hipocampo (Ver Apartado anterior), sefialando las importantes
diferencias en las consecuencias de la manipulacion de la actividad de CREB que
dependen de la regién cerebral implicada y la dificultad en tratar la depresién con
sustancias que produzcan un efecto global sobre la actividad de CREB.

En este sentido, resulta de especial interés el conocimiento de dianas especificas
por las que CREB modula especificamente la actividad de la via VTA-nucleo
accumbens, como es el caso de la dinorfina. Este ligando endégeno de los
receptores opioides kappa media parcialmente la regulacion de la conducta de tipo
depresiva inducida por los cambios en la actividad de CREB en el ndcleo
accumbens (Carlezon y cols, 2005). De hecho, la administraciéon de antagonistas
de los receptores opioides kappa atenla las consecuencias pro-depresivas de la
expresion elevada de CREB en el nucleo accumbens (Pliakas y cols, 2001). En la
linea de estas observaciones, se ha descrito en ratas expuestas al test de la
natacion forzada una actividad pro-depresiva y antidepresiva de los agonistas y
antagonistas kappa, respectivamente (Mague y cols, 2003). En cambio, el bloqueo
genético de los receptores kappa no parece inducir ninguna respuesta emocional
alterada en el ratén (Filliol y cols, 2000). El efecto antidepresivo inducido por los
antagonistas kappa se produce posiblemente mediante el bloqueo de los
receptores kappa de la VTA que inhiben la actividad de las neuronas
dopaminérgicas que proyectan al nicleo accumbens (Berton y Nestler, 2006). Asi,
un posible mecanismo por el cual la excesiva activacion de CREB inducida por el
estrés podria promover sintomas depresivos, como la anhedonia, seria el

incremento de expresiéon de dinorfina en el ndcleo accumbens que se liberaria en
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las proyecciones sobre la VTA, inhibiendo la funcion dopaminérgica de la VTA
(Figura 13).

Neurona GABAérgica
del NAcc

Estrés

—
—

-
foWn

Neurona DAérgica
del VTA

Figura 13. CREB y dinorfina (Dyn) en el nacleo accumbens (NAcc) en la depresién. El incremento de
expresion de Dyn en el NAcc producido por la estimulacion del estrés sobre la actividad de CREB
contribuiria a ciertos sintomas de la depresion. CREB es activado por la estimulacion los receptores de
dopamina D1, o por las vias de sefializacion reguladas por calcio o TrkB, lo que conlleva un incremento
de la expresion de Dyn en el nlcleo accumbens. La Dyn es liberada en las terminales dopaminérgicas o
en los cuerpos y dendritas de las neuronas dopaminérgicas del VTA. La estimulacion de los receptores
opioides kappa inhibe la actividad de las neuronas del VTA, pudiendo contribuir a la anhedonia y otros
sintomas relacionados con la depresion. Asi, antagonistas de estos receptores kappa bloquearian las
consecuencias de la induccién de Dyn mediada por CREB y ejercerian una actividad antidepresiva.

Adaptado de Berton y Nestler (2006).

1.4 Modelos animales de los trastornos emocionales

Los modelos animales son herramientas indispensables en el campo de la
psiquiatria puesto que han permitido importantes avances en la comprension de
algunos trastornos mentales (McKinney, 2001). ldealmente, un modelo animal
deberia reproducir las condiciones humanas respecto a la etiologia,
sintomatologia, tratamiento y fundamentos bioldgicos de una enfermedad. En el
caso de los trastornos emocionales, no es viable poder desarrollar modelos
animales que reproduzcan todas las condiciones clinicas de estas enfermedades
mentales, teniendo en cuenta que algunas de las caracteristicas fundamentales de
estos desdrdenes, como son los sentimientos de culpa, inutilidad y desamparo
caracteristicos de la depresiéon, sélo pueden evaluarse mediante una valoracién
verbal y responden a funciones cerebrales muy complejas. Por ello, se tiende a
realizar una aproximacion mas pragmatica y se desarrollan modelos animales con
dos propositos diferenciados: (1) que sean utiles como herramientas predictivas

de la respuesta terapéutica a nuevos agentes farmacoldégicos y (2) que
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reproduzcan algun aspecto fundamental del trastorno que permita analizar la
patofisiologia de ese rasgo de manera especifica. Algunos de estos modelos se
obtienen por seleccibn o manipulacién genética, por la utilizacion de agentes
ambientales estresantes o por la administracion de compuestos farmacolégicos

que modifican transitoria o permanentemente la respuesta emocional del animal.

1.4.1 Modelos animales de trastornos de ansiedad

Existen numerosos paradigmas para evaluar los niveles de ansiedad, como se
resume en la Tabla 2, que se basan en distintos aspectos conductuales. Para una
completa revision, se pueden consultar los trabajos de Millan (2003) y de Fuchs y

Flugge (2004).

Tabla 2. Modelos experimentales de ansiedad en roedores. Adaptado de Millan (2003).

1. Estados de ansiedad permanente
(A) Cepas de roedores que manifiestan nivels altos o bajos de ansiedad
(B) Diferencias inter-individuales dentro de una misma cepa
(C) Exposicion crénica a estimulos ansiogénicos
(D) Modelos genéticos: ratones transgénicos y knock-out
11. Estados agudos de ansiedad
(A) No condicionados
(1) Exploracién (evitacion, conflicto)
(i) Caja clara/oscura
(ii) Tablero con agujeros
(iii) Laberinto en cruz elevado
(iv) Campo abierto
(v) Neofobia
(2) Interaccion social
(i) Interaccion social activa
(ii) Residente/Intruso
(iii) Vocalizacion ultrasoénica inducida por la separacion
(3) Respuesta aguda a estimulos aversivos
(i) Postura de freezing
(ii) Vocalizacion ultrasonica
(iii) Sobresalto
(iv) Parametros auténomos-cardiovasculares
(4) Comportamiento defensivo frente a estimulos amenazantes
(i) Bateria miedo/defensa
(B) Condicionados
(1) Procedimientos con conflicto
(i) Geller—Seifter (operante)
(ii) Test de Conflicto de Vogel
(iii) Supresién condicionada
(iv) Retirada de la sefial de seguridad
(v) Aversion de plaza condicionada
(2) Procedimientos sin conflicto
(i) Reexposicion a ambiente aversivo
(ii) Exploracién de objeto aversivo
(3) Discriminacion drogas

(i) Compuestos ansiogénicos
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Las pruebas conductuales que se basan en la exposicion de los animales a un
ambiente novedoso, que se conocen como paradigmas de evitacion no
condicionada (Tabla 2), son las mas utilizadas para evaluar los niveles de ansiedad
en los animales de experimentacion (Fuchs y Flugge, 2004). Consisten en
laberintos que estan formados por compartimientos aversivos y no aversivos. El
animal es expuesto a una situacion de conflicto entre el impulso natural a explorar
el ambiente y la tendencia innata a evitar lo desconocido, especialmente los
ambientes con alguna caracteristica aversiva. Los niveles de ansiedad se evaltuan
como el comportamiento de acercamiento hacia el compartimiento aversivo. Los

tres mas relevantes son:

- el laberinto elevado en cruz: se basa en la aversién innata de los roedores
por la altura. Consiste en una cruz elevada con dos brazos cerrados
opuestos, perpendiculares a dos brazos abiertos (Figura 14). Los animales
evitan los brazos abiertos porque se hayan desprotegidos frente a la altura
del laberinto. Se evallda el tiempo y el nimero de entradas en los brazos
abiertos en comparacion con la exploracion de los brazos cerrados. Un
animal con un elevado nivel de ansiedad, explorara menos los brazos
abiertos mientras que esta evitacion del compartimiento aversivo se

reducird si el animal recibe un tratamiento con una sustancia ansiolitica.

Figura 14. Laberinto elevado en cruz.

- la caja clara/oscura: se basa en la aversion natural de los roedores hacia
los ambientes intensamente iluminados. Consiste en una caja con dos
compartimientos bien diferenciados, uno amplio e intensamente iluminado
y otro mas reducido con una iluminacién tenue, conectados por un pasillo
neutral que permite la libre circulacién del animal. Se evalla la latencia de
entrada al compartimiento aversivo, el tiempo transcurrido en cada uno de
los compartimientos, el nimero de transiciones y la actividad locomotora.

Un animal con un elevado nivel de ansiedad, explorara menos el
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1.4.2

compartimiento aversivo y pasara mas tiempo en el compartimiento
oscuro, que percibe como menos peligroso, mientras que esta evitacion del
compartimiento aversivo se reducira si el animal recibe un tratamiento con

una sustancia ansiolitica.

el campo abierto: se basa en la aversién natural de los roedores a los
espacios abiertos e intensamente iluminados. Consiste en una superficie
blanca y amplia, delimitada por paredes altas, que se ilumina
intensamente. Cuando el animal es expuesto a este ambiente, del que no
puede escapar, la tendencia natural hace que el animal evite explorar la
zona central y pase la mayor parte del tiempo en la periferia del area
(tigmotaxia). Se evallda la locomocién y la conducta exploratoria, asi como
la actividad auténoma estimada por el numero de defecaciones y
micciones. La administracibn de sustancias ansioliticas producira un
aumento de la exploracién de la zona central y una reduccién de la

actividad auténoma.

Modelos animales de trastornos depresivos

Como se ha comentado anteriormente, resulta especialmente dificil replicar en un

modelo animal la complejidad de la etiologia y la sintomatologia de trastornos del

estado

de animo como la depresion. Entre todos los modelos existentes (Tabla 3),

podemos destacar dos grandes grupos: aquellos que permiten evaluar el estado

emocional de los animales en respuesta a una exposicion aguda al estrés y

aquellos que pretender inducir en los animales un estado similar al desarrollado

por los trastornos del estado de animo mediante la aplicacion repetida de

diferentes estimulos estresantes.

Tabla 3.

Principales modelos animales de trastornos depresivos con sus ventajas y sus inconvenientes.

ADs: antidepresivos. Adaptado de Nestler y cols (2002b).

Pros Contras
Test de la natacién forzada Responde bien al tratamiento con ADs Responde a tratamientos agudos
(Porsolt) Relativamente facil de hacer
Test de suspensién de la cola  Responde bien al tratamiento con ADs Responde a tratamientos agudos
Relativamente facil de hacer
Estrés crénico Induce sintomas de tipo depresivo Dificil de reproducir y de revelar efecto
tratamiento ADs
Estrés en edad temprana Induce sintomas de tipo depresivo Cambios en comportamiento social en
Efectivo en roedores y primates roedores y efecto del tratamiento con ADs
no bien caracterizados
Cria selectiva Se centra en la susceptibilidad individual Ninguna linea perfectamente establecida
para la depresion hasta la fecha
Modelos de refuerzo Aportan una medida del estado afectivo y Todavia no validados en modelos
modelan sintomas motivacionales de la tradicionales de depresién
depresion

Responden a ADs

34



Introduccién

Los modelos mas utilizados para evaluar el estado emocional de los animales en

respuesta a una exposicidon aguda al estrés son:

- la natacion forzada o test de Porsolt: descrito originalmente por Porsolt y
cols (1977), consiste en evaluar la conducta de desespero ante la
imposibilidad de escapar de un tanque de agua en el que los animales se
ven forzados a nadar (Figura 15). El tiempo que el animal transcurre
inmovil, sin intentar escapar o nadar, se considera como signo de
desespero y se compara con el sentimiento de desesperanza caracteristico
de estados depresivos. La administracion de sustancias antidepresivas

reduce el tiempo de inmovilidad de los animales.

Inmovilidad Natacidn

x®= X

=

:g_a

Figura 15. Natacion forzada o test de Porsolt. Adaptado de Cryan y cols (2002).

- la suspension por la cola: conceptualmente similar a la natacion forzada,
consiste en evaluar la conducta de desespero cuando el animal es
suspendido por la cola sobre una barra horizontal a cierta altura del suelo
(Steru y cols, 1985). Esta situaciéon aversiva induce un estado de agitacion
que ante la imposibilidad de escapar, acaba generando una postura de
inmovilidad. Se evalua el tiempo en el que el animal adopta esta postura
de inmovilidad, que se considera una conducta de desespero y por tanto
asimilable a un sintoma de tipo depresivo. La administracion de sustancias

antidepresivas reduce el tiempo de inmovilidad de los animales.

De entre los modelos animales que inducen estados de tipo depresivo mediante la

exposicion repetida al estrés, cabe destacar:

- el estrés cronico moderado impredecible: se expone al animal durante

varias semanas a una serie de situaciones estresantes, como cambios en
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las condiciones de estabulacion, exposicion a ruidos y olores, natacién
forzada en agua fria o cambios en los ciclos de luz/oscuridad, que inducen
una reduccién en la sensibilidad hacia los refuerzos positivos (generalmente
cuantificada por el consumo de agua azucarada) similar a la anhedonia

descrita en los desordenes depresivos (Willner, 2005).

el estrés perinatal: la exposicién a situaciones estresantes en las primeras
etapas de la vida es un factor fundamental que determina la susceptibilidad
para padecer trastornos emocionales en la edad adulta (Gutman y
Nemeroff, 2003). Se realiza de manera periddica la separacion materna de
las crias en edad muy temprana para inducir trastornos afectivos en la

edad adulta de los animales separados temporalmente de sus madres.

Existen otros modelos animales de los trastornos del estado de animo que se

basan en la seleccion genética de animales sensibles al estrés o en la ingenieria

genética que permite evaluar el papel desarrollado por diversos genes en las

manifestaciones emocionales. Para una completa revision del tema, consultar los

trabajos de Nestler y cols (2002b) y de Sillaber y Holsboer (2004).
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2. SISTEMA CANNABINOIDE Y TRASTORNOS EMOCIONALES

2.1 Introduccion al sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide es un importante sistema de modulacion de mdltiples
respuestas fisioldégicas tanto a nivel central como periférico, constituido por una
serie de receptores cannabinoides, ligandos enddgenos y enzimas involucradas en
la biosintesis y degradacion de estos ligandos. Debe su nombre al hecho de que su
descubrimiento se produjo en el seno de la investigacion sobre los mecanismos de
accion de los compuestos psicoactivos de la planta del cannabis.

Aunque las primeras referencias histéricas del uso del Cannabis sativa con fines
meédicos y recreativos datan de hace mas de 4000 afios, no fue hasta pasada la
mitad del siglo XX que se identific6 la estructura quimica de su principal
compuesto activo, el A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC) (Mechoulam y Gaoni,
1965). A pesar de ese importante avance, hubo que esperar un cuarto de siglo
para que se empezaran a descubrir los componentes enddégenos del sistema
cannabinoide. Asi, durante la década de los 80 diversos estudios sugirieron la
presencia de receptores cannabinoides en el sistema nervioso central (Razdan,
1986; Devane y cols, 1988), pero no fue hasta 1990 cuando se cloné el primer
receptor cannabinoide (receptor CB;) (Matsuda y cols, 1990). Mas tarde, en 1993,
Munro y cols clonaron el receptor cannabinoide CB,. La anandamida y el 2-
araquidonilglicerol (2-AG) fueron identificados como ligandos enddgenos de los
receptores cannabinoides (Devane y cols, 1992; Mechoulam y cols, 1995; Sugiura
y cols, 1995). A partir de esos hallazgos, el conocimiento sobre la complejidad del
sistema endocannabinoide y su relevancia fisiolégica ha ido creciendo sin cesar y
ha permitido descubrir el importante potencial terapéutico que presenta en

numerosas patologias, incluyendo los trastornos emocionales (Fowler, 2005).
2.1.1 Cannabinoides enddégenos

Los ligandos endégenos de los receptores cannabinoides son compuestos de
naturaleza lipidica de la familia de los eicosanoides derivados de la degradaciéon de
fosfolipidos de membrana (Piomelli, 2003) (Figura 16). Los mas representativos
son la etanolamida del acido araquiddnico, también llamada anandamida (Devane
y cols, 1992) y el 2-AG (Mechoulam y cols, 1995, Sugiura y cols, 1995). Otros
cannabinoides enddgenos que han sido identificados posteriormente son el 2-
araquidonilgliceril éter, también llamado noladin éter, (Hanus y cols, 2001), la
virodamina (Porter y cols, 2002) y la N-araquidonildopamina (Huang y cols,
2002).
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Figura 16. Estructura quimica de los principales compuestos endégenos que se unen a los receptores

cannabinoides. Adaptado de Piomelli (2003).

Los endocannabinoides presentan algunas de las caracteristicas necesarias para
ser considerados neurotransmisores clasicos: se sintetizan y liberan en neuronas,
son capaces de unirse y activar receptores de membranas y son inactivados por
recaptacion y degradacidon enzimética en el interior de la célula. Sin embargo, los
endocannabinoides presentan dos caracteristicas fundamentales que los
diferencian del resto de neurotransmisores. Por un lado, los endocannabinoides
actiian como mensajeros retrogrados (Ver Apartado 2.1.6) y, por otra parte, no se
acumulan en el interior de vesiculas sindpticas. Asi, son compuestos que se
sintetizan bajo demanda que actuan en las proximidades del lugar donde se han
liberado (Di Marzo y cols, 1994). Una vez han actuado, son rapidamente
inactivados por la accidon de enzimas especificas de degradacion (Piomelli, 2003).

En el caso de la anandamida, la sintesis se realiza a partir de la
fosfatidiletanolamina presente en la membrana celular mediante la accidon sucesiva
de 2 enzimas, la N-acetiltransferasa y la fosfolipasa D (Figura 17). La anandamida
es sintetizada en el momento en que existe una necesidad de la misma (Di Marzo
y cols, 1994). Una vez liberada, su accion viene determinada por dos procesos que
limitan su disponibilidad (Figura 17): el transporte desde la hendidura sinaptica
hacia el interior de la célula por difusidn pasiva o por un transportador selectivo
(Piomelli, 2003), y la hidrdlisis provocada por dos sistemas enzimaticos, la amido
hidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Cravatt y cols, 1996) y la lipasa de

monoacilglicéridos (Dinh y cols, 2002).
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Figura 17. Mecanismo de formacién (superior) e inactivacion (inferior) de la anandamida (Piomelli,
2003).

El 2-AG es el cannabinoide enddgeno mas abundante en el cerebro y su
concentracion es aproximadamente 200 veces superior a la de la anandamida
(Stella y cols, 1997). ElI proceso de formacion del 2-AG y otros 2-
monoacilglicéridos estda mediado de manera mayoritaria por la fosfolipasa C y se
produce igualmente bajo demanda (Piomelli, 2003). Su eliminacién, como la
anandamida, se realiza a través de un proceso que consta de dos pasos sucesivos,
recaptacion y degradacién enzimatica. La recaptacion del 2-AG tiene lugar a través
del mismo sistema de transporte que la anandamida (Piomelli y cols, 1999). En
cambio, aunque el 2-AG es también sustrato de la FAAH, la lipasa de
monoacilglicéridos parece estar mas implicada en su degradaciéon (Dinh y cols,
2002).
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2.1.2 Cannabinoides exdégenos

Existen numerosos compuestos exdgenos naturales o sintéticos con actividad
cannabinoide que han contribuido en gran manera al conocimiento del sistema
cannabinoide endégeno. Entre los cannabinoides naturales destaca el A°-THC,
principal compuesto psicoactivo de la planta Cannabis sativa. Se han descrito mas
de sesenta compuestos activos en dicha planta, algunos de los cuales presentan
propiedades psicoactivas como el A®-tetrahidrocannabinol o el cannabinol, y otros
no, como es el caso del cannabidiol (Pertwee, 2008).

Los estudios que relacionan la estructura de los cannabinoides naturales con su
actividad farmacoldgica han permitido sintetizar moléculas con una conformacién
capaz de fijarse de manera selectiva a los receptores cannabinoides. En algunos
casos, estos cannabinoides sintéticos presentan unas caracteristicas
farmacocinéticas, de selectividad y de afinidad intrinseca por los receptores
cannabinoides que les confieren un interesante potencial terapéutico.
Actualmente, los cannabinoides sintéticos con actividad agonista incluyen dos
grandes grupos de compuestos: (1) los derivados estructurales del A°-THC tales
como HU-210, CP-55,940 y nabilona (Figura 18), (2) los aminoalquilindoles, entre
los que cabe destacar el WIN 55,212-2. Estos compuestos exhiben diferencias en
cuanto a su afinidad y actividad intrinseca para los receptores cannabinoides
(Howlett y cols, 2002). Comparados con el A°-THC, los compuestos CP-55,940 y
WIN 55,212-2 tienen una mayor afinidad para los receptores cannabinoides CB; y
CB,, vy su eficacia para activar ambos receptores es mayor. El CP-55,940 presenta
igual afinidad para el receptor CB; que para el receptor CB,, mientras que el WIN
55,212-2 presenta una afinidad ligeramente mayor para el receptor CB, (Pertwee,
2008).

Los estudios de estructura-actividad también han permitido el desarrollo de
antagonistas selectivos para los receptores cannabinoides. Asi, el SR141716A
(rimonabant) (Rinaldi-Carmona y cols, 1994) y el SR144528 (Rinaldi-Carmona y
cols, 1998) son los dos primeros compuestos sintetizados con actividad

antagonista selectiva para los receptores CB; y CB,, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Estructura quimica de algunos de los compuestos derivados de la planta Cannabis sativa y
compuestos sintéticos que se unen a receptores cannabinoides. a) Agonistas de los receptores
cannabinoides CB; y CB,. b) Antagonistas selectivos CB; (SR141716A, rimonabant) y CB, (SR144528).
Adaptado de Piomelli (2003).

2.1.3 Receptores cannabinoides

Los cannabinoides ejercen su accién farmacoldgica principalmente mediante la
activacion de receptores acoplados a proteinas G con siete dominios
transmembrana. Hasta el momento, los dos tipos de receptores mejor
caracterizados son el receptor cannabinoide CB; (Matsuda y cols, 1990) y el
receptor cannabinoide CB, (Munro y cols, 1993). Recientemente, se ha aceptado
que el receptor huérfano GPR55 sea considerado como otro receptor con actividad
cannabinoide (Baker y cols, 2006; Ryberg y cols, 2007). Asimismo, existen
evidencias de que puedan existir otros receptores acoplados a proteinas G con
actividad cannabinoide (Brown, 2007). Aparte de los receptores acoplados a
proteinas G, la anandamida es capaz de activar el receptor de potencial transitorio
vanilloide de tipo 1, que es un canal catiénico no selectivo activado por diferentes
ligandos, entre los que destaca la capsaicina (Pertwee, 2005).

El receptor CB; estd ampliamente distribuido en el sistema nervioso central y se
considera que es el receptor acoplado a proteina G mas abundante en el cerebro

de mamiferos (Herkenham y cols, 1991). Mediante la aplicaciéon de diferentes
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técnicas de autorradiografia y de inmunohistoquimica, se ha descrito de forma
detallada la distribucidon de este receptor en el cerebro de rata (Herkenham y cols,
1991) (Figura 19). Asi, la distribucion de los receptores CB; se encuentra
estrechamente relacionada con sus funciones fisiolégicas, expresandose en areas
cerebrales que contribuyen al control del movimiento (caudado-putamen, globo
palido, nucleo entopeduncular, sustancia negra y cerebelo), cognicion y memoria
(hipocampo, corteza cingulada, corteza prefrontal), procesamiento de emociones y
respuestas motivacionales (amigdala, ndcleo accumbens, corteza olfatoria),
percepcion dolorosa (sustancia gris periacueductal, asta dorsal de la médula
espinal), e integracion neuroendocrina (PVN y otros nucleos del hipotadlamo)
(Matsuda y cols, 1993). El receptor CB; se encuentra principalmente expresado en
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas, de manera que ejerce un papel muy
importante como modulador de sinapsis de diferente naturaleza (Rodriguez de

Fonseca y cols, 2005).

CP-55,940 binding

. -Brain Stem = /““ * Gl‘factory
' i Basal

b - ' Hypothalamus forebirain

Figura 19. Distribucién del receptor CB; revelada por autorradiografia (izquierda) y expresion del
mRNA para el receptor CB; (derecha) en un corte sagital de cerebro de ratén. Adaptado de Howlett y
cols (2002).

Igualmente, el receptor CB; se encuentra en drganos y tejidos periféricos como el

bazo, pulmén, endotelio vascular, musculo liso, adipocitos, tracto gastrointestinal,
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higado y pancreas entre otros, donde ejerce también un relevante papel
modulador (Galiegue y cols, 1995; Pertwee, 2001; Bermudez-Silva, 2008).

En cuanto al receptor CB,, durante afios se ha creido que se localizaba a nivel
periférico en células del sistema inmunitario (Galiegue y cols, 1995), y a nivel
central Unicamente en la microglia y en los astrocitos (Walter y cols, 2003). Esta
distribucion generd interés sobre el control que el receptor CB, podia ejercer en
las funciones inmunes a nivel central (Cabral y cols, 2008) y en procesos celulares
fundamentales como la proliferacién y la supervivencia neuronal (Fernandez-Ruiz
y cols, 2007). En cambio, recientemente se ha demostrado la presencia del
receptor CB, en neuronas del tronco cerebral (Van Sickle y cols, 2005), hallazgo
que abre nuevas expectativas sobre la funcionalidad de este receptor.

Existen todavia escasas evidencias sobre la distribucién y funcionalidad del
receptor GPR55. Hasta la fecha, tan sélo se ha podido demostrar su expresiéon en
el bazo y en regiones discretas del cerebro humano como los nudcleos caudado y
putamen (Sawzdargo y cols, 1999). Ademas, también se ha demostrado su
expresion en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal, donde se expresa
abundantemente (Lauckner y cols, 2008). Esta localizacién podria tener relacién
con la participacibn de este receptor en la sefializacion del dolor descrita
recientemente (Staton y cols, 2008). Diversos cannabinoides enddgenos y
exdgenos presentan una actividad agonista sobre el receptor GPR55 aunque la
farmacologia de este receptor es distinta a la de los receptores CB; y CB, (Brown,
2007). Recientemente, se ha propuesto que un derivado del 2-AG sea un posible

ligando enddgeno especifico de este receptor (Oka y cols, 2008).

2.1.4 Mecanismos de transduccion de sefal asociados a los receptores

cannabinoides

Como consecuencia de la activacién de los receptores cannabinoides, se produce
un cambio funcional en la estructura de las proteinas G que se encuentran
acopladas a dichos receptores. Los receptores cannabinoides se unen
principalmente a proteinas G de tipo inhibitorio o Gi/o y este fendmeno constituye
el primer paso que dara lugar a un cambio en la actividad de diferentes rutas o
vias de sefializacién intracelular (sistemas efectores o transductores de sefial). Asi,
tras la activacion de los receptores CB; se produce una inhibicién de la via de la
adenilato ciclasa, la regulacion de diferentes canales i6nicos y la activacion de la
ruta de las MAP quinasas (Figura 20) (Howlett y cols, 2002). La inhibicién de la via
de la adenilato ciclasa hace que los niveles intracelulares de adenosina-5’-
monofosfato ciclico (AMPc) disminuyan. De esta forma se ve afectada la capacidad

de fosforilacion de proteinas quinasas dependientes de AMPc involucradas en
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procesos de sefializacion intracelular y de expresion génica. La activacion de los
receptores CB; también induce una inhibicién de los canales de calcio (Ca*")
voltaje dependiente tipo N y P/Q y un aumento de la conductancia de potasio (K").
Este mecanismo podria ser el responsable del efecto inhibitorio que tienen los
cannabinoides sobre la liberacibn de neurotransmisores. Por otra parte, los
cannabinoides son unos potentes activadores de la ruta de las MAP quinasas, via
implicada en la regulacion de fendmenos de proliferacion y diferenciacion celular
(Bouaboula y cols, 1995; Howlett, 2005).

Figura 20. Mecanismos de transduccioén de sefial estimulados por el receptor cannabinoide CB;. La
activacion de los receptores CB; da lugar a una inhibicion de la via de la adenilato ciclasa, la regulacion

de diferentes canales idnicos y la activacion de la ruta de las MAP quinasas. Adaptado de Ameri (1999).

La activacion del receptor CB, desencadena procesos de transduccion de sefales
intracelulares similares a los descritos para el receptor CB;, a excepcion de la
regulacion de los canales de calcio y potasio (Howlett, 2002).

En cambio, la activacién del receptor GPR55 induce cambios en la actividad de
diferentes vias de sefalizacién intracelular que tienen efectos opuestos a los
producidos por la activacion del receptor CB;. Asi, el receptor GPR55 induce un
incremento de los niveles de calcio intracelular por la liberacién de las reservas
celulares mediante la accién de las proteinas Goq a las que esti acoplado, de la
fosfolipasa C y de la GTPasa RhoA. Ademas, este receptor inhibe las corrientes de
potasio a través de los canales de tipo M. Como resultado de estos procesos, la
activacion del receptor GPR55 produce un incremento de la excitabilidad neuronal

(Lauckner y cols, 2008).
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2.1.5 Funciones fisioldgicas del sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide esta implicado en la regulacion de gran variedad de
procesos fisiolégicos, entre los que cabe destacar el aprendizaje y la memoria, la
ingesta y el metabolismo, la transmisién nociceptiva, la coordinacién motora, el
control de las emociones y el circuito del refuerzo, asi como también en la
mediacién de diferentes procesos a nivel cardiovascular e inmunolégico. La Tabla 4
resume los principales procesos fisioldgicos o fisiopatoldgicos en los que participa
el sistema endocannabinoide y los efectos de los cannabinoides sobre dichos
procesos. En general, el sistema endocannabinoide se halla silenciado y se
sobreactiva como sistema de recuperacién en respuesta a situaciones de estrés y
a alteraciones de la homeostasis. EI amplio espectro de procesos en los que
participa se debe en parte a la capacidad para modular, generalmente inhibiendo,
la liberacién de los neurotransmisores clasicos (Degroot y Nomikos, 2007).

En los Apartados 2.2 y 2.3 se detallara la participacion del sistema cannabinoide
en el control de las emociones y su relaciéon con los trastornos de ansiedad y la

depresion.

Tabla 4. Procesos fisiolégicos o fisiopatolégicos en los que se ha propuesto una funcion para los

cannabinoides (enddégenos y exégenos).

Ffrt‘)cesos fisiolégicos o Efectos de los agonistas Revisiones recientes
fisiopatogicos cannabinoides
1. Aprendizaje y memoria  Déficit cognitivo Riedel y Davies, 2005
2. Control motor Hipolocomocion, Catalepsia, Ataxia  Fernandez-Ruiz y Gonzalez, 2005
3. Temperatura corporal Hipotermia Wenger y Moldrich, 2002
4. Ansiedad Ansiolisis, Ansiogénesis Viveros y cols, 2005
5. Motivacion Euforia, Disforia Solinas y cols, 2008
6. Neurodegeneracion Neuroproteccion van der Stelt y Di Marzo, 2005
7. Dolor Antinocicepcion Lever y Rice, 2007
8. Inflamacion Antiinflamatorio Ashton, 2007
9. Sistema inmunitario Inmunosupresion Klein y Cabral, 2006
10. Sistema cardiovascular  Vasodilatacion, Aumento de la Sarzani, 2008
frecuencia cardiaca, Hipotension
11. Ingesta Aumento del apetito Di Marzo y Matias, 2005
12. Sistema reproductor Inhibicion secrecién hormonal Rossato y cols, 2008
13. Metabolismo o6seo Estimulacién de la formacion de Bab y Zimmer, 2008
hueso, Inhibicién de la reabsorcién
14, Cancer Antitumoral Velasco y cols, 2007
15. Suefo Estimulacidn del suefio Murillo-Rodriguez, 2008
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2.1.6 Los endocannabinoides como mensajeros retrogrados

Una caracteristica muy particular de los endocannabinoides, en contraste con otros
neurotransmisores, es que actlian como mensajeros retrégrados de muchas
sinapsis centrales. La liberacién de los endocannabinoides desde las neuronas
postsinapticas estimula los receptores CB; situados a nivel presinaptico, inhibiendo
la liberacion de diferentes neurotransmisores (Wilson y Nicoll, 2002) (Figura 21).
Mediante la sefalizacion retrograda, los endocannabinoides son capaces de
participar en la regulacidon a corto plazo de sinapsis inhibitorias (mediadas por la
liberacibn de GABA) y excitatorias (mediadas por la liberacién de glutamato),
dando lugar a fendmenos identificados como supresién de la inhibicién inducida
por despolarizacién (DSI) y supresidon de la excitacion inducida por despolarizacion

(DSE), respectivamente (Chevaleyre y cols, 2006) (Figura 21).

Sinapsis Sinapsis
inhibitoria excitatoria

| W

Figura 21. Representacion esquematica de la via retrégrada de sefializacién de los endocannabinoides.
La regulacién a corto plazo de las sinapsis GABAérgicas (DSI) (izquierda) y glutamatérgicas (DSE)
(derecha) se produce por dos mecanismos: (1) el aumento de Ca®* a nivel postsinaptico, secundario a
la despolarizaciéon de las neuronas postsinapticas, y (2) la activaciéon de receptores metabotrépicos de
glutamato (mGIuR). Estos dos mecanismos pueden actuar de manera independiente o bien cooperar en
la liberacién de endocannabinoides al espacio sinaptico. Estos endocannabinoides activan los receptores
CB; situados a nivel presinaptico, produciendo una inhibicién de la entrada de Ca®*" en la neurona
presinaptica y/o una activacion de los canales de K*, disminuyendo la probabilidad de liberacion de

vesiculas que contienen neurotransmisores. Adaptado de Chevaleyre y cols (2006).

Ademas de esta regulacion inmediata de las sinapsis, el sistema endocannabinoide
participa en la plasticidad sinaptica a largo plazo. Asi, la sefalizacién retréograda
mediada por endocannabinoides se ha relacionado con el fendbmeno denominado

depresion a largo plazo (LTD) que requiere la activacion postsinaptica de los

46



Introduccién

receptores mGlu5 y un incremento del Ca?* postsinaptico (Robbe y cols., 2002).
Tanto los procesos de DSE y DSI como los de LTD inducidos por los
endocannabinoides se han descrito en diversas areas cerebrales (nucleo
accumbens, hipocampo, amigdala, corteza, cerebelo) y son de crucial importancia
en procesos de plasticidad sinaptica y de reafirmacion de circuitos neuronales
determinados, que contribuyen a la formacion la memoria asociada a la

experiencia (Chevaleyre y cols, 2006).

2.2 Sistema endocannabinoide y ansiedad

Una de las caracteristicas fundamentales del sistema endocannabinoide es su
participacion en la recuperacion del balance homeostéatico del organismo después
de la exposicidon a un estimulo. Asi, a nivel emocional el sistema endocannabinoide
juega un papel relevante en el control de la ansiedad (Viveros y cols, 2005).
Existen numerosas evidencias que avalan este hecho. En primer lugar, el receptor
CB, estad profusamente expresado en las areas cerebrales que participan en el
control de las respuestas emocionales, como son la amigdala, la corteza cingulada
y entorrinal, el hipocampo, el ndcleo accumbens y la sustancia gris periacueductal
(Tsou y cols, 1998). En segundo lugar, los cannabinoides modulan la liberacion de
diversos neurotransmisores implicados en el control de la ansiedad: inhiben la
neurotransmision de noradrenalina, GABA, glutamato, dopamina, acetilcolina y 5-
HT en algunas areas cerebrales (Szabo y Schlicker, 2005) e inhiben la acciéon de
algunos neuropéptidos ansiogénicos como la CCK y el CRF (Schlicker y Kathmann,
2001). En tercer lugar, numerosos estudios farmacolégicos demuestran que los
agonistas cannabinoides modifican los niveles de ansiedad. De hecho, una de las
razones por las que se consume cannabis es por la disminucién de la ansiedad que
suele acompafar al efecto euforizante del compuesto (Williamson y Evans, 2000).
Pero el consumo de cannabis puede producir también efectos opuestos a los
deseados sobre la ansiedad, induciendo un estado de ansiedad elevada e incluso
ataques de panico, especialmente en los consumidores noveles (Hall y Solowij,
1998). Este efecto opuesto de los cannabinoides sobre la ansiedad ha sido
claramente evidenciado en modelos animales de experimentacion, en los que dosis
bajas de agonistas cannabinoides producen un efecto ansiolitico mientras que
dosis altas inducen un incremento de los niveles de ansiedad (Onaivi y cols, 1990;
Viveros y cols, 2005). De la misma forma, se ha observado un efecto ansiolitico o
ansiogénico tras un incremento leve o0 elevado de la concentracion de
endocannabinoides endégenos, respectivamente (Kathuria y cols, 2003; Rubino y

cols, 2008).
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Una posible hipoétesis que puede explicar este efecto bifasico de los cannabinoides
sobre la ansiedad es la diferente sensibilidad de los receptores cannabinoides que
modulan las sinapsis inhibitorias (GABA) y las excitatorias (glutamato). Se ha
demostrado que un agonista cannabinoide como el WIN 55, 212-2 es un orden de
magnitud menos potente inhibiendo la transmision glutamatérgica que Ila
GABAérgica, posiblemente debido a la diferente naturaleza de los receptores
cannabinoides existentes en los dos tipos de sinapsis (Hajos y Freund, 2002). De
esta manera, dosis bajas del agonista inducirian una reduccién de la inhibicién
GABAérgica, resultando en una respuesta ansiolitica, mientras que dosis altas
inhibirian la liberacién de glutamato, produciendo un estado de ansiedad.

Por dltimo, cabe destacar la informacién que ha aportado el desarrollo de ratones
deficientes en el receptor CB; (Ledent y cols, 1999) sobre el papel del sistema
endocannabinoide en el control de la ansiedad. Estos animales manifiestan unos
niveles elevados de ansiedad en diferentes paradigmas conductuales (Martin y
cols, 2002; Haller y cols, 2002; Urigien y cols, 2004), que pueden estar
relacionados con una hipersensibilidad al estrés (Martin y cols, 2002; Uriguen y
cols, 2004). Asimismo, estos animales presentan un menor efecto de los
ansioliticos bromazepam y buspirona (Urigien y cols, 2004). Por otro lado,
estudios realizados en estos mismos ratones han sugerido la existencia de un
nuevo receptor cannabinoide que participaria en el control del estado emocional y
que apoyaria la hipoétesis de la diferente sensibilidad de los receptores
cannabinoides que modulan las sinapsis inhibitorias y las excitatorias. En efecto,
Haller y colaboradores demostraron que el rimonabant, antagonista cannabinoide,
era capaz de producir efectos ansioliticos tanto en ratones normales como en
ratones carentes del receptor CB;, mientras que el AM251, antagonista selectivo
del receptor CB;, inducia un incremento de los niveles de ansiedad en los ratones
normales sin producir ninguna alteracion en los ratones mutantes para este
receptor (Haller y cols, 2004). Estos resultados sugirieron que el receptor CB; y el
nuevo receptor cannabinoide propuesto tendrian un efecto opuesto sobre la
ansiedad, mediando el receptor CB; los efectos ansioliticos de los cannabinoides y

el nuevo receptor los ansiogénicos.

2.3 Sistema endocannabinoide y depresion
2.3.1 Evidencias clinicas y preclinicas

Existen numerosas evidencias que demuestran que el sistema endocannabinoide
es un importante sustrato para el control de las emociones (Valverde, 2005) y que

sugieren la participacion de este sistema en la fisiopatologia de la depresion (Hill y
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Gorzalka, 2005a; Mangieri y Piomelli, 2007). Destaca el solapamiento entre los
procesos fisiologicos alterados en la depresion (motivacion, ansiedad, funciones
cognitivas y vegetativas) y los procesos en los que participa la sefalizacion
cannabinoide, hecho que indica que la participacion del sistema endocannabinoide
en el desarrollo de la depresion se puede producir a diferentes niveles.

A pesar de que el consumo prolongado de cannabis y la abstinencia de esta
sustancia han sido frecuentemente asociados a la depresién, no se ha podido
establecer una relacion causal clara entre el consumo de cannabis y los trastornos
depresivos (Degenhardt y cols, 2003; Moore y cols, 2007). Sin embargo, los
resultados de los ensayos clinicos realizados para evaluar la eficacia del
rimonabant en la obesidad revelaron que la aparicion de sintomas depresivos fue
la primera causa de abandono en estos ensayos (Pi-Sunyer y cols, 2006),
indicando que el bloqueo prolongado del receptor CB; comporta un incremento del
riesgo de desarrollar una depresion. Igualmente, existen otras evidencias clinicas
de la implicacién del sistema cannabinoide en la depresion. El grupo de Hungund
demostré una hiperactividad del sistema endocannabinoide en los cerebros de
pacientes deprimidos suicidas, manifestada por un incremento en la densidad de
receptores CB; y de los niveles de endocannabinoides en la corteza prefrontal
(Vinod y Hungund, 2006). Otros grupos, en cambio, describieron una disminucién
de los niveles de endocannabinoides en pacientes deprimidos (Koethe y cols,
2007; Hill y cols, 2008). Estos resultados aparentemente contradictorios podrian
estar relacionados con una modulacion diferencial del sistema endocannabinoide
en la presencia de una depresion mayor o menor (Serra y Fratta, 2007).

En el caso de la investigacion realizada en animales de experimentacion existe un
debate abierto sobre la actividad del receptor CB; en las manifestaciones
depresivas. Si bien la mayoria de estudios describen efectos antidepresivos tras la
estimulacion del sistema endocannabinoide (Hill y Gorzalka, 2005b; Gobbi y cols,
2005; Mangieri y Piomelli, 2007), otros refieren efectos antidepresivos tras el
bloqueo farmacolégico del receptor CB; (Griebel y cols, 2005; Witkin y cols, 2005).
Esta discrepancia puede deberse a diferencias metodoldgicas o a la existencia de
un nuevo receptor cannabinoide aun no caracterizado que participaria en el control
emocional ejerciendo una funcién opuesta al receptor CB; que presentaria una
diferente sensibilidad hacia los antagonistas utilizados en los estudios
farmacoldgicos anteriormente mencionados (Hill y Gorzalka, 2005a). De todas
formas, la hipétesis que postula que la estimulacién del receptor CB; promueve
efectos antidepresivos se ve ademas reforzada por el hecho de que los animales
carentes del receptor CB; manifiestan una serie de caracteristicas fenotipicas

comparables con diversos sintomas de la depresidon, como se resume en la Tabla
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5, que lo convierten en un posible modelo animal de depresion (Hill y Gorzalka,
2005a).

Tabla 5. Similitudes entre los sintomas de la depresion y caracteristicas fenotipicas de los ratones

carentes del receptores CB;. Adaptado de Hill y Gorzalka (2005a).

Sintomas de la depresioén Fenotipo del ratén CB; knock-out

Estado de animo bajo, ansiedad Incremento de la ansiedad y de la susceptibilidad a padecer los efectos del
estrés cronico (Martin y cols, 2002)

Anhedonia Disminucion de la motivacion hacia los refuerzos naturales (Sanchis-Segura
y cols, 2004) y hacia las drogas de abuso (Maldonado y cols, 2006)

Disminucion del apetito y del peso corporal  Reduccién de la ingesta y del peso corporal (Cota y cols, 2003)

Predominancia de las memorias Deficiencia en la extincién de las memorias aversivas (Marsicano y cols,
emocionales aversivas 2002)
Hiperactividad del eje HPA Hiperactividad del eje HPA en respuesta al estrés (Cota y cols, 2003; Barna

y cols, 2004; Uriguen y cols, 2004)

Atrofia hipocampal, neurodegeneracion Incremento en la susceptibilidad a la neurotoxicidad (Marsicano y cols,
2003), deficiencia en la neurogénesis hipocampal (Jin y cols, 2004) y en la
liberacién de factores tréficos en respuesta a insultos (Khaspekov y cols,
2004) y pérdida neuronal en el hipocampo (Bilkei-Gorzo y cols, 2005)

2.3.2 Sistema endocannabinoide y mecanismos implicados en la

depresion

Se ha demostrado que el sistema endocannabinoide participa en los principales
procesos que estan implicados en la neurobiologia de la depresién. Un elemento
integrador de todos estos procesos es la respuesta al estrés mediada por el eje
HPA, en la regulacién del cual el sistema endocannabinoide desempefa una
funcién destacada (Cota, 2008). En condiciones fisiolégicas, la sefalizacion
endocannabinoide modula negativamente la activacion del eje HPA inducida por el
estrés (Patel y cols, 2004) mediante la estimulacién del receptor CB; (Cota y cols,
2007), facilitando asi el retorno al equilibrio homeostatico. En concordancia con
estas observaciones, numerosos estudios han demostrado que el bloqueo
farmacologico o genético del receptor CB; induce una respuesta exagerada al
estrés, caracterizada por niveles elevados de ACTH y glucocorticoides en sangre
(Manzanares y cols, 1999; Cota y cols, 2003, 2007; Barna y cols, 2004; Patel y
cols, 2004; Uriguen y cols, 2004; Wade y cols, 2006; Steiner y cols, 2008a). El
control sobre la retroalimentacion de los glucocorticoides ejercido por los
endocannabinoides se debe, por un lado, a la inhibiciébn retrégrada de la
transmision glutamatérgica en las neuronas del PVN que contienen CRF (Di y cols,
2003) y por otro a la modulaciéon de la secreciéon de ACTH en la pituitaria (Cota y
cols, 2007). En este sentido, un interesante estudio publicado recientemente

demuestra que la hiperactividad del eje HPA en animales carentes del receptor CB;
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se debe a la ausencia de este receptor en las neuronas glutamatérgicas
subcorticales (Steiner y cols, 2008b), confirmando con experimentos in vivo las
evidencias observadas por Di y cols (2003) mediante técnicas electrofisioldgicas.
Aparte del papel desempefiado en las respuestas inmediatas al estrés, el sistema
endocannabinoide participa en las adaptaciones al estrés repetido (Patel y Hillard,
2008). Las alteraciones de la sefalizacion endocannabinoide que facilitan estas
adaptaciones se producen a nivel de los ligandos endégenos, especificamente en
las areas cerebrales implicadas en las respuestas al estrés. Patel y Hillard
observaron dos patrones diferenciados de alteraciones en los niveles de
endocannabinoides. Por un lado, en la corteza prefrontal, la amigdala, el
hipocampo y el hipotalamo observaron una deficiencia en anandamida, que podria
tener relacién con la aparicion de algunos rasgos de tipo depresivo (Kathuria y
cols, 2003; Gobbi y cols, 2005), y un incremento de 2-AG, que contribuiria a la
habituacién neuronal al estrés y que intentaria reducir la excesiva actividad
glutamatérgica (Patel y Hillard, 2008). Por otro lado, el estriado ventral
presentaba un patron completamente diferente, con una deficiencia de 2-AG y un
incremento de anandamida tras la exposicion repetida al estrés (Patel y Hillard,
2008). Los autores propusieron que estos incrementos de anandamida en el
estriado ventral podrian intentar compensar el impacto heddnico negativo del
estrés, puesto que la sefializaciéon de anandamida se ha asociado al incremento de
la actividad dopaminérgica mesolimbica (Mahler y cols, 2007).

Como se ha revisado en el Apartado 1.3.2.3, la exposicion repetida o intensa al
estrés puede alterar los procesos de neuroplasticidad, mecanismos
fundamentales de adaptacion y supervivencia de las neuronas que estan alterados
en los trastornos depresivos. Numerosas evidencias sefialan al sistema
endocannabinoide como un importante mediador de la plasticidad sinaptica
relacionada con las respuestas emocionales (Viveros y cols, 2007). Asi, la
activacion del receptor CB; es capaz de mitigar el dafio neuronal producido por
diferentes situaciones neurotoxicas, como la isquemia (Parmentier-Batteur y cols,
2002) y la excitotoxicidad (Marsicano y cols, 2003). Esta capacidad de
recuperacion del dafio producido por el estrés en situaciones de neurotoxicidad
asociada al receptor CB; viene mediada por un incremento de los niveles de
endocannabinoides (Hansen y cols, 2001; Panikashvili y cols, 2001). Estos
estimularian la sintesis del factor neurotréfico BDNF, que seria uno de los
mediadores finales de la proteccidn neuronal asociada a los endocannabinoides
(Khaspekov y cols, 2004). Otras evidencias que demuestran la relevancia del
receptor CB; en la adaptacion al estrés son las deficiencias en la plasticidad

neuronal observadas en los animales carentes de este receptor. Estos animales
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muestran una mayor pérdida neuronal en el hipocampo en edad adulta (Bilkei-
Gorzo y cols, 2005), menor tasa de neurogénesis en el giro dentado (Jin y cols,
2004), una reduccion de la expresion de BDNF en el hipocampo (Steiner y cols,
2008a) y una deficiencia en la capacidad de extinguir las memorias aversivas
(Marsicano y cols, 2002).

Otro de los mecanismos modulados por el sistema endocannabinoide que esta
involucrado en la fisiopatologia de la depresion es el circuito de motivacion y
recompensa. La estimulacion del receptor CB; por endocannabinoides o agonistas
exdgenos activa la via dopaminérgica mesolimbica (Figura 22) produciendo efectos
reforzantes y facilitando la motivacién por estimulos naturales o drogas de abuso
(Maldonado y cols, 2006; Solinas y cols, 2008). Asi, la ausencia del receptor CB;
produce un estado de anhedonia en los ratones similar al observado en pacientes

deprimidos (Sanchis-Segura y cols, 2004; Maldonado y cols, 2006).
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Figura 22. Posibles mecanismos de accién del sistema endocannabinoide en la modulacién de los
efectos reforzantes. La activacion de los receptores CB; localizados en las neuronas presinapticas del
VTA inhibe la liberacion de GABA, facilitando la actividad dopaminérgica. Este incremento de actividad
induce la liberacién de endocannabinoides en el VTA que de manera retrégrada activan los receptores
CB; que se encuentran en las terminales GABAérgicas y glutamatérgicas que proyectan desde la
corteza prefrontal (PFC), amigdala basolateral (BLA) e hipocampo (HIP), inhibiendo su acciéon sobre las
neuronas dopaminérgicas del VTA. Las neuronas glutamatérgicas que proyectan sobre el VTA estan
igualmente bajo el control de los receptores CB; a través del efecto inhibitorio de neuronas
presinapticas que liberan GABA y CCK. En el nucleo accumbens (NAc) los endocannabinoides activan
los receptores CB; existentes en los axones de las neuronas glutamatérgicas. La subsiguiente inhibicion
de la liberaciéon de glutamato inhibe las neuronas GABAérgicas que se originan en el nucleo accumbens
y proyectan al VTA, activando por tanto indirectamente las neuronas dopaminérgicas del VTA.
Adaptado de Maldonado y cols (2006).
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Por dltimo, cabe destacar la implicacion del sistema endocannabinoide en los
mecanismos de accion de los compuestos antidepresivos. Estas sustancias
ejercen su accion terapéutica promoviendo la transmisién serotonérgica y
noradrenérgica, principalmente. Existen diversas evidencias de la participacion del
sistema endocannabinoide en esta actividad monoaminérgica a diferentes niveles,
a pesar de que la naturaleza de la interaccion no ha sido totalmente elucidada. Por
un lado, se ha observado que los agonistas del receptor CB; incrementan la
actividad eléctrica de las neuronas en el nucleo del rafe dorsal y en el locus
coeruleus (Gobbi y cols, 2005) mediante las proyecciones que llegan desde la
corteza prefrontal medial (Bambico y cols, 2007), promoviendo la liberacién de 5-
HT y noradrenalina. En cambio, otros autores han demostrado que la estimulacién
del receptor CB; induce una inhibicidon de la liberacién de 5-HT en el hipocampo y
en la corteza frontal (Nakazi y cols, 2000; Egashira y cols, 2002), en consonancia
con el hecho de que el blogueo farmacoldgico del receptor CB; produzca una
estimulacién de la liberacion de 5-HT (Tzavara y cols, 2003; Darmani y cols,
2003). Por otro lado, los endocannabinoides son necesarios para la correcta
sefalizacion asociada a la 5-HT. Asi, un estudio reciente demuestra la conexién
entre la sefalizacion de los receptores CB; y 5-HT,, que son receptores
serotonérgicos que alteran la excitabilidad de las neuronas y estan implicados en
los trastornos emocionales (Best y Regehr, 2008). Este trabajo sugiere que la
accion de los receptores 5-HT, se deberia en parte a su capacidad para promover
la sintesis y liberacion de endocannabinoides, que inducirian retrogradamente una
supresion de las sinapsis glutamatérgicas a través de la activacion de los
receptores CB; presinapticos. Aparte de la importancia de la sefializacion
cannabinoide para la correcta actividad de las monoaminas, que es clave en la
eficacia de los antidepresivos, también existen evidencias de que el tratamiento
con antidepresivos induce alteraciones en algunos componentes del sistema
endocannabinoide. En este sentido, el grupo de Hill y Gorzalka demostré que el
tratamiento crénico con antidepresivos triciclicos inducia un incremento en la
densidad de los receptores CB; en el hipotalamo y en el hipocampo que contribuia
a la capacidad de estos antidepresivos para suprimir la activacion del eje HPA

inducida por el estrés (Hill y cols, 2006a).

53



Introduccién

3. NICOTINA: ANSIEDAD Y DISFORIA ASOCIADA A LA
ABSTINENCIA

3.1 Nicotina y sistema colinérgico

La nicotina es el principal componente psicoactivo del tabaco (Figura 23a) y es la
responsable de los efectos estimulantes, el refuerzo, la dependencia y la adiccion
que resultan de su consumo (Kenny y Markou, 2001). Ademas, la nicotina ejerce
otros efectos en el organismo. Asi, se ha descrito que es capaz de modular la
neurotransmision del dolor, el control del movimiento, los procesos cognitivos y
también las respuestas de tipo emocional, entre otras (Picciotto y cols, 1995; File
y cols, 2002; Decker y cols, 2004; Katner y cols, 2004).

Los efectos farmacolégicos de la nicotina tienen lugar a través de la activacion de
los nAChRs (Figura 23b), que forman parte del sistema colinérgico (Figura 24).
Estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro y también
en la periferia. La diversidad de subtipos de nAChRs y su localizacién dendritica,
somal, axonal, presinaptica y postsinaptica contribuye a la variedad de funciones
desempefiadas por estos receptores en el sistema nervioso central. Los nAChRs se
localizan presinapticos facilitan la liberacién de diferentes neurotransmisores como
glutamato, GABA, acetilcolina, dopamina, noradrenalina y 5-HT (Wonnacott y cols,
2006). En cambio, los postsinapticos y los no sinapticos influyen en la excitabilidad
neuronal asi como en la modulacion dependiente de actividad de procesos
intracelulares que participan en aspectos fundamentales de la plasticidad sinaptica
implicados en el aprendizaje, la memoria y el desarrollo (Dani y Bertrand, 2007).
A nivel periférico los nAChRs se localizan en la placa muscular, en las neuronas
vegetativas postganglionares y en la médula adrenal, donde estimulan la

neurotransmision simpatica (Haass y Kubler, 1997).

a. Nicotina b. nAChR
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Figura 23. a) Estructura quimica de la nicotina. B) Esquema representativo de los nAChRs.

Adaptado de Hogg y cols (2003).
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Figura 24. Sistema colinérgico en el cerebro. Adaptado de Nestler y cols (2001).

Los nAChRs pertenecen a la familia de canales i6nicos que se activan mediante la
unién de un ligando y estan compuestos por cinco subunidades de membrana que
se combinan para formar diferentes tipos de receptores funcionales (Dani y
Bertrand, 2007). Estos receptores se pueden dividir en dos grandes grupos, los de
tipo muscular y los de tipo neuronal, en funcién de la diferente composicién de
subunidades a,B,y,8ye. En el sistema nervioso central, los nAChRs estan
formados por la combinacién de subunidades tipo a y B. Diversos estudios han
demostrado que las neuronas expresan nueve tipos de subunidades a (oz-010) Y
tres tipos de subunidades B (B2-B4). Estas subunidades se pueden combinar de
manera homomérica (p.ej. a7) o heteromérica (p.ej. a4/B,) para generar una gran
diversidad de subtipos de nAChRs que presentan propiedades funcionales y
caracteristicas farmacoldgicas diferentes (Hogg y cols, 2003).

Un aspecto importante a destacar de los nAChRs es que pueden existir en cuatro
estados funcionales: cerrado, abierto, desensibilizado e inactivo. En general, los
NAChRs permanecen largo tiempo en estado cerrado antes de que se una el
agonista. Estos receptores se encuentran en estado abierto durante un breve
espacio de tiempo cuando el canal esta conduciendo cationes y en estado de
desensibilizacion e inactivo cuando no responden a agonistas (Dani y Heinemann,
1996). El porcentaje de tiempo que los nAChRs pasan en cada uno de estos
estados depende, entre otras cosas, del tipo de subunidades que los formen y de
la presencia de agonistas. Asi, se ha demostrado que en el VTA los nAChRs que
contienen la subunidad o7 se desensibilizan menos ante la presencia de nicotina

que aquellos que no contienen esta subunidad (Mansvelder y McGehee, 2002).
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3.2 Nicotina y ansiedad

La nicotina es capaz de reducir la ansiedad y aliviar el estrés de los fumadores
(Pomerleau y Pomerleau, 1990), siendo esta capacidad un motivo que influye
sobre la cronificacion del consumo. Sin embargo, estudios realizados con animales
de experimentaciéon han demostrado que los efectos de la nicotina sobre los
niveles de ansiedad son complejos y bifasicos, pudiendo inducir un incremento o
una disminucion de los niveles de ansiedad. La habilidad de la nicotina como
agente ansiolitico o ansiogénico depende del régimen de administraciéon (agudo,
crénico o durante la abstinencia), la dosis, la via de administracién (inhalacién,
intraperitoneal, subcutanea o intravenosa) y del estado previo de los animales de
experimentacion (basal, estresado o durante la abstinencia). De igual modo, la
nicotina modula los niveles de ansiedad de los consumidores de forma diferente en
funcién de si se trata de fumadores experimentados o noveles. Se postula que
esta complejidad se debe al elevado numero de nAChRs con diferentes
caracteristicas que pueden ser activados simultaneamente y a la diversidad de
neurotransmisores que serian liberados en diferentes areas cerebrales como
consecuencia de la accion de la nicotina (Picciotto y cols, 2002). De esta manera,
el resultado final de la administracion de la nicotina seria la suma de los efectos de
todos esos neurotransmisores en conjunto.

A pesar de la dificultad en desentrafiar la complejidad de la accion de la nicotina
sobre la ansiedad, existen evidencias que demuestran la mayor implicacion de
algunos neurotransmisores en estas respuestas. Asi, estudios farmacolégicos
sugieren que la transmision serotonérgica seria particularmente importante en las
propiedades ansiogénicas de la nicotina (Cheeta y cols, 2000; File y cols, 2000),
de la misma forma que lo seria la sefializacion GABAérgica en la accion ansiolitica

de la misma (O'Neill y Brioni, 1994).

3.3 Sindrome de abstinencia de nicotina

El consumo repetido de nicotina induce un estado de dependencia fisica que
conlleva la aparicion de un sindrome de abstinencia cuando se interrumpe este
consumo (Kenny y Markou, 2001). En humanos, el sindrome de abstinencia de
nicotina comprende tanto sintomas fisicos como motivacionales. La sintomatologia
fisica mas representativa incluye bradicardia, malestar gastrointestinal y un
aumento considerable del apetito. Dichos sintomas se acompafian de un estado de
ansiedad, irritabilidad, disforia y dificultad en la concentracién (Hughes, 2007). En
el animal de experimentacion, el sindrome de abstinencia de nicotina puede

aparecer espontaneamente después de finalizar un tratamiento crdénico con
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nicotina o puede precipitarse de forma brusca mediante la administracion de
antagonistas nicotinicos (Damaj y cols, 2003). Analogamente al sindrome de
abstinencia en humanos, el descrito en roedores se caracteriza por la aparicion de
signos fisicos y motivacionales. En la actualidad, disponemos de modelos de
experimentacion en animales que reproducen tanto los aspectos fisicos como las
manifestaciones emocionales del sindrome de abstinencia de nicotina. Los signos
fisicos mas representativos de la abstinencia de nicotina en roedores incluyen
contracciones de la musculatura abdominal y facial, movimientos compulsivos de
rascado, intentos de escape, lameteo de los genitales, temblores vy
estremecimientos (Isola y cols, 1999; Watkins y cols, 2000). Por otro lado, la
sintomatologia emocional de tipo disférico asociada a la abstinencia de nicotina se
ha puesto de manifiesto en roedores mediante modelos de autoestimulacion
intracraneal y de aversiéon de plaza condicionada. Asi, mediante técnicas de
estimulacién intracraneal se ha podido observar que el sindrome de abstinencia de
nicotina, tanto espontaneo como precipitado por antagonistas nicotinicos, produce
un aumento de los umbrales del refuerzo cerebral en ratas (Epping-Jordan y cols,
1998; Watkins y cols, 2000). De la misma forma, se ha demostrado que ratas
dependientes de nicotina manifiestan una aversion hacia el lugar donde han sido
condicionadas a la abstinencia de nicotina inducida por la administracion de un
antagonista nicotinico u opioide (Watkins y cols, 2000).

A nivel bioquimico, el sindrome de abstinencia de nicotina en ratas se ha asociado
con un aumento de la actividad adenilato ciclasa y de la expresion de c-fos en la
amigdala (Tzavara y cols, 2002; Panagis y cols, 2000), asi como una disminucién
de la liberacion de dopamina en la amigdala y en el nucleo accumbens (Hildebrand

y cols, 1998; Panagis y cols, 2000).
3.4 Interaccién con el sistema cannabinoide

Diversos indicios sugieren que el sistema endocannabinoide participa en algunas
propiedades farmacoldgicas de la nicotina. Esta interaccidn entre el sistema
endocannabinoide y el colinérgico cobra un especial interés si tenemos en cuenta
la asociacion frecuente del consumo de tabaco y cannabis. Los principales
compuestos psicoactivos que contienen ambas sustancias, la nicotina y el A°-THC
respectivamente, son capaces de afectar funciones cerebrales similares como la
locomocién, la nocicepcion, la ansiedad, el aprendizaje y la memoria. De la misma
forma, tanto el A°-THC como la nicotina son capaces de inducir efectos
gratificantes y dependencia fisica. Ademas, la amplia distribucién de los receptores

cannabinoides CB; y nAChRs en el sistema nervioso central sugiere que puede
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existir una interaccion funcional entre estos dos sistemas, puesto que ambos
receptores colocalizan en numerosas areas.

Asi, existen evidencias que demuestran una interaccion entre la nicotina y los
agonistas cannabinoides a nivel de las respuestas agudas. La nicotina es capaz de
facilitar, en el animal de experimentacion, diversas respuestas comportamentales
inducidas tras la administracion aguda de cannabinoides tales como Ila
hipolocomocidn, ansiolisis, hipotermia, incoordinacion motora y bradicardia (Pryor
y cols, 1978; Valjent y cols, 2002). Asimismo, la administracién conjunta de dosis
sub-efectivas de A°-THC y nicotina produce una respuesta de tipo ansiolitico
(Valjent y cols, 2002). En este mismo trabajo, Valjent y colaboradores observaron
gue el efecto facilitador de la nicotina sobre las respuestas del A°-THC podria estar
relacionado con el incremento de los niveles de expresion de c-fos en el nucleo
accumbens, ndcleo central y basolateral de la amigdala, nucleo del lecho de la
estria terminal y PVN inducido por la administraciéon conjunta de A°-THC y nicotina.
Ademas, diversos estudios han revelado la participacibn del sistema
endocannabinoide en las propiedades reforzantes y adictivas de la nicotina
(Castarié y cols, 2005). En este sentido, en una primera aproximacion Valjent y
cols (2002) demostraron que dosis subefectivas de A°-THC y de nicotina eran
capaces de inducir efectos reforzantes evaluados en el paradigma del
condicionamiento espacial. Utilizando este mismo paradigma, Castafé y cols
(2002) revelaron que los animales carentes del receptor CB; no eran capaces de
manifestar una preferencia de lugar inducida por los efectos reforzantes de la
nicotina. lgualmente, observaron que la severidad del sindrome de abstinencia de
nicotina en estos ratones mutantes estaba mantenida (Castarié y cols, 2002), lo
que sugiri6 que el sistema endocannabinoide podria participar en los aspectos
motivacionales de la nicotina, a través del receptor CB;, pero no en las
manifestaciones fisicas de la dependencia. Un estudio reciente confirma los
resultados obtenidos por Castafié y cols con los ratones mutantes para el receptor
CB; (Merritt y cols, 2008) y aporta informacién adicional sobre el papel
desempefiado por los endocannabinoides en las propiedades reforzantes de la
nicotina. En este trabajo, demuestran que el bloqueo farmacolégico o genético de
la FAAH, que induce un incremento de los niveles de anandamida, potencia los
efectos reforzantes de la nicotina aunque también incrementa las manifestaciones
fisicas y afectivas de la abstinencia de nicotina mediante la activacion de
receptores diferentes al CB; (Merritt y cols, 2008). Adicionalmente, el bloqueo
farmacoldgico del receptor CB; ha sido otra aproximacion experimental que ha
permitido dilucidar la participacion del sistema endocannabinoide en las

propiedades adictivas de la nicotina. El antagonista cannabinoide rimonabant
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redujo la autoadministracion de nicotina y el comportamiento de busqueda
compulsiva de la droga en ratas (Cohen y cols, 2005). Del mismo modo, el
rimonabant bloqueo la preferencia de lugar inducida por los efectos reforzantes de
la nicotina (Forget y cols, 2006), indicando una vez mas que los efectos
motivacionales de la nicotina estan relacionados con la actividad
endocannabinoide. Estas observaciones han llevado a plantear el bloqueo
farmacologico del receptor CB; como tratamiento para la dependencia de la
nicotina (Le Foll y cols, 2008). Se han desarrollado ensayos clinicos en los que se
ha demostrado la eficacia del rimonabant para cesar el consumo de nicotina, a
pesar de que la aparicion de efectos secundarios relevantes, como el incremento
del riesgo de depresion y suicidio, han desestimado su aprobacion (Cahill y
Ussher, 2007).

Por otro lado, estudios bioquimicos han demostrado que el tratamiento crénico con
nicotina modifica los niveles de endocannabinoides en determinadas areas
cerebrales. Concretamente, se ha observado un incremento de los niveles de
anandamida en &reas del sistema Ilimbico y una disminucion de este
endocannabinode en el hipocampo, estriado y corteza cerebral (Gonzalez y cols,
2002). En cambio, la densidad del receptor CB; no se modificé con un tratamiento
crénico con nicotina (Gonzélez y cols, 2002). Estos resultados, junto con los datos
farmacologicos anteriormente descritos, sugieren que la acciébn de los

cannabinoides enddgenos participaria en los efectos producidos por la nicotina.
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Objetivos

OBJETIVOS GENERALES:

Los objetivos generales de la presente Tesis Doctoral son analizar el papel

desempefiado por el sistema endocannabinoide en los trastornos emocionales de

tipo depresivo y en el sindrome de abstinencia y la ansiedad asociados al consumo

de nicotina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar la respuesta emocional a nivel comportamental de los animales

carentes del receptor CB; en respuesta al estrés.

Analizar el papel de los factores neurotréficos en las respuestas de tipo
emocional de los animales carentes del receptor CB; expuestos a una

situacion de estrés.

Investigar la interaccién entre el sistema endocannabinoide y el sistema
serotonérgico a nivel de los receptores 5-HT.5 Y 5-HT.a/2c mediante el analisis

de la funcionalidad de estos receptores en animales carentes del receptor CB;.
Estudiar el efecto de la ausencia de actividad del receptor CB; en diferentes
componentes el sistema serotonérgico que regulan la transmision

serotonérgica y que estan implicados en las respuestas emocionales.

Analizar la participacién del sistema endocannabinoide en las manifestaciones

fisicas y afectivas de la abstinencia de la nicotina en el ratén.

Evaluar la participacion del sistema endocannabinoide en los efectos inducidos

por la nicotina sobre la ansiedad en el raton.
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Resultados

ARTICULO 1

BDNF impairment correlates with depressive-like behavior in CB;
cannabinoid knockout mice.

Aso E, Ozaita A, Valdizan EM, Ledent C, Pazos A, Maldonado R, Valverde O

J Neurochem, (2008) 105(2):565-72.

OBJETIVOS:

Analizar el papel de los factores neurotroficos en las respuestas de tipo
emocional de los animales carentes del receptor CB; expuestos a una situacion

de estrés.
RESULTADOS DESTACADOS:

- Los animales carentes del receptor CB; manifestaron un fenotipo de tipo
depresivo que se evidencid por un mayor tiempo de inmovilidad en el test de
suspension de la cola, lo cual es considerado como un comportamiento de
desespero ante una situacion estresante.

- Los niveles de corticosterona fueron mas elevados en los animales mutantes
en respuesta al estrés.

- Se observo una disminucién de los niveles del factor neurotrofico BDNF en el
hipocampo de los animales carentes del receptor CB; a nivel basal y tras la
exposicion al estrés.

- La administracion local de BDNF en el hipocampo revirtié el fenotipo de tipo
depresivo observado en el test de suspension de la cola en los animales

mutantes.
CONCLUSION:
La ausencia del receptor CB; produce una respuesta incrementada al estrés y

una deficiencia en los niveles de BDNF en el hipocampo. Ambos efectos estan

relacionados con un fenotipo de tipo depresivo en el raton.
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Aso E, Ozaita A, Valdizan EM, Ledent C, Pazos A, Maldonado R,
Valverde O.

BDNF impairment in the hippocampus is related to enhanced
despair behavior in CB1 knockout mice.

J Neurochem. 2008 Apr;105(2):565-72. Epub 2007 Nov 28.



http://www3.interscience.wiley.com/journal/120085318/abstract
http://www3.interscience.wiley.com/journal/120085318/abstract

Resultados

ARTICULO 2

CB; knockout mice display impaired functionality of 5-HT;, and 5-
HT,a/2c receptors

Mato S, Aso E, Castro E, Martin M, Valverde O, Maldonado R, Pazos A

J Neurochem, (2007) 103(5):2111-20.

OBJETIVOS:

Investigar la interaccion entre el sistema endocannabinoide y el sistema
serotonérgico a nivel de los receptores 5-HTip Y 5-HT2a2c mediante el analisis

de la funcionalidad de estos receptores en animales carentes del receptor CB;.
RESULTADOS:

- Los animales carentes del receptor CB; manifestaron una reduccion en los
efectos hipotérmicos inducidos por el agonista 5-HT;4 (+)-8-OH-DPAT y en el
numero de sacudidas de cabeza y temblor de patas inducidos por el agonista
5-HTsp/2c (%) DOIL.

- La exposicion al test de suspension de la cola revelé un incremento en la
conducta de desespero en los animales carentes del receptor CB; respecto a
los animales control, pero una respuesta similar de ambos genotipos al
tratamiento con los antidepresivos fluoxetina e imipramina.

- No se observaron diferencias entre genotipos en la densidad de los sitios de
unién de los receptores 5-HT.5 Y 5-HT,a/0c €n ninguna de las areas cerebrales
analizadas por autorradiografia.

- En los animales carentes del receptor CB; se observé una disminucion de la
capacidad de los receptores postsinapticos 5-HTia Y 5-HToa/2c para acoplarse
a las proteinas G en el area CAl del hipocampo y en la corteza fronto-

parietal, respectivamente.

CONCLUSION:

Los animales carentes del receptor CB; manifiestan una deficiencia en la

funcionalidad de los receptores 5-HT14 Y 5-HTop/0c.
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Mato S, Aso E, Castro E, Martin M, Valverde 0, Maldonado R,
Pazos A.
CB1 knockout mice display impaired functionality of 5-HT1A and

5-HT2A/C receptors.
J Neurochem. 2007 Dec;103(5):2111-20. Epub 2007 Oct 18.



http://www3.interscience.wiley.com/journal/118484379/abstract
http://www3.interscience.wiley.com/journal/118484379/abstract

Resultados

ARTICULO 3

Lack of CB; receptor activity deregulates serotonergic
neurotransmission

Aso E, Renoir T, Mengod G, Ledent C, Hamon M, Maldonado R, Lanfumey L,
Valverde O

Enviado
OBJETIVOS:

Analizar el efecto del bloqueo del receptor CB; en diferentes componentes el
sistema serotonérgico, como los receptores 5-HT;5 ¥ 5-HT.c 0 el 5-HTT, que
regulan la transmisién serotonérgica y que estan implicados en las respuestas

emocionales.
RESULTADOS:

- Los animales carentes del receptor CB; presentaron niveles extracelulares
de 5-HT basales mas altos que sus correspondientes controles en la PFC. En
cambio, el incremento de 5-HT en respuesta al tratamiento con fluoxetina
en estos animales fue menor.

- El bloqueo genético y farmacolégico del receptor CB; indujo una
desensibilizacién de los receptores 5-HT;, presinapticos, caracterizada por
una menor capacidad de los agonistas 5-HT, para inhibir la actividad de las
neuronas serotonérgicas localizadas en el DRN.

- La PFC y el hipocampo de los animales carentes del receptor CB;
presentaron una menor densidad de 5HTT.

- Se observ6 una disminucion de la expresion del receptor 5-HT.c en areas
cerebrales implicadas en el control emocional, como el DRN, el NAcc y el
PVN, en los animales carentes del receptor CB;. En cambio, estos animales
presentaban una regulacion al alza de la expresion del receptor 5-HT,c en el

hipocampo ventral.
CONCLUSION:

La ausencia de actividad del receptor CB; induce alteraciones en Ila
funcionalidad de los receptores 5-HT;a Y 5-HT,c y del 5-HTT que producen un

incremento de los niveles extracelulares de 5-HT.
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Abstract

Serotonergic and endocannabinoid systems are important substrates for the control of
emotional behaviour and growing evidence show an involvement 1n the
pathophysiology of mood disorders. In the present study, the absence of the activity of
the CB; cannabinoid receptor induced a deregulation of 5-HT neurotransmission in
mice. Thus, in vivo microdialysis experiments revealed increased basal 5-HT
extracellular levels in the prefrontal cortex of CB; knockout mice, whereas fluoxetine
produced a decrease in the 5-HT response in those mutants. These observations could
be related to the significant reduction in the 5-HTT binding site density detected in
frontal cortex and hippocampus of CB,; knockout mice. The lack of CB; receptor also
altered some 5-HT receptors related to the 5-HT feedback. Extracellular recordings in
the dorsal raphe nucleus revealed that the genetic and pharmacological blockade on CB;,
receptor induced a 5-HT 5 autoreceptor functional desensitization. In situ hybridisation
studies showed a reduction in the expression of the 5-HT,¢ receptor within several brain
areas related to the control of the emotional responses such as the dorsal raphe nucleus,
the nucleus accumbens and the paraventricular nucleus of the hypothalamus, whereas an
overexpression was observed in the CA3 area of the ventral hippocampus. These results
reveal that the lack of CB, receptor induces a facilitation of the activity of serotonergic
neurons in the dorsal raphe nucleus by altering different components of the 5-HT

feedback as well as an increase in the release of 5-HT in the prefrontal cortex in mice.

Keywords: 5-HT, CB; cannabinoid receptor, 5-HTT, 5-HTa, 5-HT>c

Running title: 5-HT activity in CB; KO mice
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Introduction

The serotonergic system has been related to the control of emotional responses and the
impairment of serotonin (5-HT) neurotransmission has been classically associated to the
pathophysiology of mood disorders. Thus, some pharmacological agents that increase 5-
HT synaptic levels exhibit antidepressant properties (Artigas et al, 2002; Nutt et al,
2002). 5-HT neurons are mainly located within the raphe nuclei. 5-HT is released from
the terminals that project to multiple brain regions to regulate several behaviours,
including cognition and mood. The removal of 5-HT from the synaptic clett is carried
out by a single protein, the 5-HT transporter (5-HTT). The 5-HTT determines the size
and duration of the serotonergic responses, playing a key role in serotonergic
neurotransmission (Lesch and Méssner, 2006). Up to 14 pre- and post-synaptic 5-HT
receptors have been identified, which mediate 5-HT responses (Nichols and Nichols,
2008). 5-HT pre- and post-synaptic receptors also display a regulatory action on the
serotonergic activity. Accordingly, the somatodendritic 5-HT)4 autoreceptor negatively
controls cell firing and impulse-dependent 5-HT release of serotonergic neurons
whereas the axonal 5-HT;p receptor controls 5-HT synthesis and release at terminal
level (Barnes and Sharp, 1999). Similarly, some post-synaptic receptors such as 5-HT4,
5-HT;a, 5-HT2p and 5-HT,c receptors, also participate in the mhibition of 5-HT neurons
activity (Hajos et al, 1999; Boothman et al, 2003). Among all these post-synaptic
receptors, growing attention has been addressed toward understanding the role of 5-
HT,c receptor in the regulation of emotional state beyond the involvement in 5-HT
feedback regulation. This receptor plays an essential role in the 5-HT-induced HPA axis
activation (Heisler et al, 2007) and also mediates the inhibition of dopaminergic system,

a key component for hedonia and motivation (Dremencov et al, 2006).

(%)
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Endocannabinoid system is one of the major neuromodulatory systems of the brain and
previous studies revealed its contribution on maintaining the homeostasis of various
states including mood and emotion (Valverde, 2005; Moreira and Lutz, 2008). In fact,
the pharmacological and genetic blockade of the cannabinoid CB; receptor induces a
phenotypic state analogous to depression in experimental animals (Hill and Gorzalka,
2005; Aso et al, 2008). Therefore, CBl knockout mice exhibit depressive-like
symptoms such as reduced responsiveness to reward stimuli (Sanchis-Segura et al,
2003; Maldonado et al, 2006), altered neurovegetative functions (Cota et al, 2003),
deficits in extinetion of aversive memories (Marsicano et al, 2002) and higher anxiety
levels and sensitivity to stress than control animals (Martin et al, 2002; Aso et al, 2008).
The role of endocannabinoid system in regulating emotions and mood could be
provided by the modulation of neurotransmitter release, including 5-HT, exerted by CB,
receptors (Tzavara et al, 2003; Szabo and Schlicker, 2005; Bambico et al, 2007). The
interaction between 5-HT and endocannabinoid systems is also sustained by the fact
that 5-HT is able to evoke endocannabinoid release (Best and Regehr, 2008). However,
further investigations are needed to better understand the interaction between the
endocannabinoid system and the different components of the serotonergic system in the
modulation of mood and emotions. In this study, we therefore aimed to investigate the
role of endocannabinoid system in the regulation of 5-HT neurotransmission by
assessing the functionality of some serotonergic components involved in 5-HT feedback

in the absence of CB) receptor.
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Materials and methods

Animals

The experiments were carried out in male CB; knockout mice and wild-type littermates
8-12 weeks old at the beginning of the experiments. The generation of mice lacking CB;
cannabinoid receptor was described previously (Ledent et al, 1999). In order to
homogenize the genetic background of mice, the first generation heterozygous was bred
for 30 generations on a CDI1 background, with selection for the mutant CB; gene at
each generation. After the 30™ generation of backeross, heterozygote-heterozygote
mating of CB; knockout mice produced wild-type and knockout littermates for
subsequent experiments. All animals used in a given experiment were matched for age
and weight. Mice were housed five per cage in a temperature (21 £ 1°C) and humidity-
controlled (55 £ 10%) room with a 12:12-h light/dark cycle (light between 08:00 and
20:00 h) with food and water ad /ibitum. Animal procedures were conducted according
to ethical guidelines (European Communities Council Directive 86/609/EEC) and

approved by the Local Ethical Committee (PRBB).

Drugs

The selective 5-HT reuptake inhibitor (SSRI) fluoxetine hydrochloride was supplied by
Sigma® Chemical Co (Madrid, Spain). Fluoxetine was dissolved in distilled water and
injected intraperitoneally (i.p.) in a volume of 10 mL/kg body weight. The CB; receptor
antagonist, rimonabant, was kindly provided by Sanofi-Aventis (Bagneux, France).
Rimonabant was emulsified in two drops of Tween 80 and then suspended in saline for
i.p. administration in a volume of 10 mI/kg body weight. The 5-HT4 receptor agonist

ipsapirone was purchased by Bayer-Troponwerke (Cologne, Germany).
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In vivo microdialysis procedure

Mice were anesthetized with a ketamine/xylazine mixture (0.2 mL/10 g body weight
1.p.) and placed in a stereotaxic apparatus with a flat skull (Paxinos and Franklin, 1997).
A small hole was drilled on the skull and a 2 mm analytical probe (CMA/7/2 mm, CMA
Microdialysis, Stockholm, Sweden) was implanted directly in the prefrontal cortex
(PFC) (AP, +2.1 mm; ML, 0.5 mm; DV, —3.0 mm from bregma) and then fixed to the
skull with dental cement, as described (Trigo et al, 2007). One day after probe
implantation, animals were habituated to the experimental environment overnight. The
following morning, a Ringer solution was pumped through the dialysis probe (NaCl,
148 mM; KC1, 2.7 mM; CaCly, 1.2 mM and MgCl,, 0.8 mM, pH 6.0) at a constant rate
of 1 pL/min. Five consecutive 18-min dialysis samples were collected for the
determination of baseline 5-HT levels. Then, mice were injected with saline or
fluoxetine (10 mg/kg, i.p.) and collection of samples was continued for 4 h following
injection. Dialysates (15 pl) were injected without any purification into a high
performance liquid chromatography (HPLC) system that consisted of a pump linked to
an automatic injector (Agilent 1100, Palo Alto, USA), a reverse-phase column (Zorbax
SB Cl18, 3.5 um, 150x4.6 mm, Agilent Technologies, Palo Alto, USA) and a
coulometric detector (Coulochem 1I, ESA, Chelmsford, USA) with a 5011A analytical
cell. 5-HT was quantified as described (Trigo et al, 2007). Briefly, the first electrode
was fixed at + 50 mV and the second electrode at +300 mV. The gain of the detector
was set at 10 nA. The composition of the mobile phase was 50 mM sodium acetate, 0.1
mM NaEDTA, 0.65 mM octane sulfonic acid sodium salt and 24% (vol/vol) methanol,
pH 5.0. The flow rate was set at 0.8 mL/min and the sensitivity of the assay for 5-HT

was 0.3 pg/15 pL. Percentage of 5-HT concentrations after either fluoxetine or saline
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challenge respect to basal concentrations were converted to area under the curve (AUC)
using a standard trapezoid method (Gibaldi and Perrier, 1975). The following equation
was used: AUC =[0.5%B + C)*d + 0.5%(C; + Co)*d + 0.5% (Co + C*d +. .. 0.5%(Cyyy
+ Cyp*d)], where B is the average basal value, C; to C, are values during drug
challenge, and d is the duration of the sample (18 min in this case). At the end of the
experiments, animals were sacrificed, and brains were quickly removed and stored at
—80°C. To check the position of the probe, brains were cut using a cryostat in 20 um
serial coronal sections, which were then processed with Cresyl Violet and observed
under a microscope. Only those animals with correct probe placements were used in the

study.

[*H]Citalopram binding onto brain membranes

Dissected tissues (anterior raphe area, hippocampus, striatum and cerebral cortex) were
homogenized in 40 vol (w/v) of ice-cold Tris-salt buffer (50 mM Tris-HC1, 120 mM
NaCl, 5 mM KCI, pH 7.4) using a Polytron. Homogenates were centrifuged at 40,000 g
for 20 min, the pellets were suspended in 40 vol of the same butfer and incubated at
37°C for 10 min to remove endogenous 5-HT. The membranes were spun down at
40,000 g for 20 min and washed another three times by suspension/centrifugation as
betore. The final pellet was suspended in 10 vol of the same buffer and 25 pL aliquots
were mixed with 225 pL of fresh Tris-salt buffer, pH 7.4, containing ['H]citalopram
(83.0 Ci/mmol; 2 nM final concentration) in an Optiplate 96-well apparatus (Perkin
Elmer, Wellesley, MA) for a 1 h incubation at room temperature. Nonspecitfic binding
was determined in the presence of 10 uM fluoxetine. After the incubation, the unifilter
GF/B plate was drained with a FilterMate harvester (Perkin Elmer) and each well was

washed three times with 500 pL of ice-cold buffer. Microscint-40 scintillation cocktail
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(30 puL) was added to each well of the plate, and radioactivity was counted using a
TopCount scintillation counter (Perkin Elmer). The specific binding (expressed as
cpm/10 pg protein) was obtained by subtracting non-specific binding from total
binding. Proteins were quantified using the method of Lowry et al (1951) with bovine

serum albumin as standard.

Electrophysiological experiments

Immediately after removal from the skull, brains were immersed in an ice-cold artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) (NaCl 126 mM, KCl1 3.5 mM, NaH,PO,4 1.2 mM, MgCl; 1.3
mM, CaCl, 2.0 mM, NaHCO; 25 mM, D-glucose 11 mM), continuously bubbled with
carbogen (95% 0,, 5% CO,) to maintain pH value at 7.3. A block of tissue containing
the dorsal raphe nucleus (DRN) was cut into sections (400 pm thick) in the same aCSF
using a vibratome. Brainstem slices were immediately immersed in oxygenated aCSF at
room temperature (22 °C). A single slice was then placed on a nylon mesh, completely
submerged in the recording chamber and continuously superfused with oxygenated
aCSF (34 °C) at a constant flow rate of 2-3 mL/min. Extracellular recordings of the
firing of DRN serotonergic neurons were made using glass microelectrodes filled with 2
M NaCl (12-15 MQ). Cells were identified as 5-HT neurons according to previously
described criteria (Lanfumey et al, 1999). Firing was evoked in the otherwise silent
neurons by adding the al adrenoceptor agonist phenylephrine (3 pM) into the
superfusing aCSF (VanderMaelen and Aghajanian 1983). Electrical signals were fed
into a high-input impedance amplifier (VF 180, BiolLogic, Claix, France), an
oscilloscope and an electronic ratemeter triggered by individual action potentials,
connected to an A/D converter and a personal computer. Using dedicated software, the

integrated firing rate was recorded, computed, and displayed on a chart recorder as
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consecutive 10-s samples. Baseline activity was recorded for at least 10 min prior to
perfusion of drugs into the chamber, via a three-way tap system. Because complete
exchange of fluids occurred within 2 min following the arrival of a new solution into the
chamber, the duration of each drug application was 3 min. The effects of the 5-HT,
receptor agonist ipsapirone were evaluated by comparing the mean discharge frequency
during the 2 min prior to its application with that recorded at the peak action of the
drug, i.e. 2-3 min after its removal from the perfusing aCSF. Data are expressed as

percentages of the baseline firing rates.

Pharmacological treatment

The CB; receptor antagonist, rimonabant, and its vehicle were administered 1.p. (3
mg/kg) once a day (6:00 p.m.) during 2 weeks to two different groups of wild-type
mice. Animals were sacrificed and brains removed for the electrophysiological

experiments 18h after the last rimonabant injection.

In situ hybridization

The protocols for in situ hybridization were based on previously described procedures
(Serrats et al, 2005). Briefly, oligonucleotides [complementary to 1100-1147 bases of
the rat 5-HT»¢ receptor cDNA (GenBank ace. no. U35315)] were 3’-end-labeled with
[¥*Pla-dATP (>2500 Ci/mmol; DuPont-NEN, Boston, USA) using terminal
deoxynucleotidyltranstferase (Oncogene Research Products, San Diego, CA, USA)
purified by using QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden, Germany. The
specificity of the probe has been previously established and published elsewhere
(Pompeiano et al, 1994). Frozen tissue sections were fixed in 4% paraformaldehyde in

phosphate buffered saline (PBS: 8 mM Na,HPO., 1.4 mM KH,PO4, 136 mM NaCl, 2.6

99



Resultados

Asoetal

mM KCl1), washed in PBS and incubated for 2 min in a fresh solution of predigested
pronase (Calbiochem, San Diego, USA). The enzymatic activity was stopped by
immersion for 30 s in 2 mg/mL glycine in PBS. Tissues were finally rinsed in PBS and
dehydrated. The radioactively labeled probe (1.5 nM) was dissolved in the hybridization
buffer, containing 50% formamide, SSC (600 mM NaCl, 60 mM sodium citrate),
Denhardt’s solution (0.02% Ficoll, 0.02% polyvinylpyrrolidone, 0.02% bovine serum
albumine), 10% dextran sulphate, 1% sarkosyl, 20 mM phosphate buffer pH 7.0, 250
mg/mL yeast tRNA and 500 mg/mL salmon sperm DNA. Tissue sections were covered
with hybridization buffer, overlaid with Nescofilm coverslips (Bando Chemical Ind.,
Kobe, Japan) and incubated overnight at 42 °C in hunuid boxes. The sections were then
washed in a buffer, containing 0.6 M NaCl and 10 mM Tris (pH 7.5) at 60 °C they were
dried in an ethanol series. For film autoradiography, the hybridized slides were exposed
to Biomax-MR films (Kodak) for 66h at -80°C with intensifying secreens. Film
autoradiograms were scanned with the GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA). The average densities of 5-HT2C mRNA in different
brain regions was evaluated semiquantitatively with Quantity One 4.6.3 software (Bio-

Rad Laboratories).

Statistical analyses

All data are given as means = SEM. [n vivo microdialysis data were analyzed using
three-way ANOVA with treatment (saline and fluoxetine) and genotype (wild-type and
CB; knockout) as between-subjects factors and time after fluoxetine injection as within-
subjects factor and subsequent two-way ANOVA with genotype and treatment as
between-subjects factors, followed by one-way ANOVA, when required. AUC values

were compared by using a between-subjects two-way ANOVA (genotype and
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treatment), followed by one-way ANOVA for individual ditferences when required.
Extracellular recordings were analyzed by between-subjects two-way ANOVA
(ipsapirone concentration and genotype/chronic treatment) followed by Bonferroni’s

post hoc ¢ test. Nonlinear regression was carried out using Prism 4.0 software

Resultados

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) for the calculation of ECsy values of

the drugs. Finally, 5-HTT biding and 5-HTs¢ receptor expression quantification were
analyzed by one-way ANOVA (genotype). In all the experiments, the significance level

was set at p < 0.05.

11
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Results

S-HT extracellular levels in the PFC at basal conditions and after fluoxetine
administration

In vivo microdialysis procedure revealed a significant increase of basal 5-HT
extracellular levels in the PFC of CB; knockout compared to wild-type mice (1, s0) =
4225, p < 0.05) (Fig 1A). Consequently, the further 5-HT extracellular levels measure
in response to fluoxetine treatment was expressed as the percentage respect to the basal
values for each genotype.

Fluoxetine (10 mg/kg, i.p.) induced an increase in 5-HT extracellular levels in the PFC
in both genotypes, although the CB; knockout mice response was lower than wild-type
animals (Fig 1B). Three-way ANOVA showed a significant main etfect of time (Fij,
132y = 1.975, p < 0.05) and treatment (£(1, 12) = 26.668, p < 0.001), without genotype
effect after fluoxetine or saline injection. A significant interaction between time and
treatment (F(11. 132) = 2.102, p < 0.05) was revealed, but no other two- or three-way
interactions between factors were observed. Two-way ANOVA (genotype and
treatment) indicated a significant genotype effect 18 min and 144 min after fluoxetine or
saline administration ({1, 22y = 4.808, p < 0.05; F, 22y = 4.376, p < 0.05, respectively)
and treatment effect 36 min (F(1, 21y = 15.071, p < 0.001), 54 min (F, 20y = 26.213, p <
0.001), 72 min (Fq, 200= 36.753, p < 0.001), 90 min (£, 23 = 41.090, p < 0.001), 108
min (F 21y=27.412, p < 0.001), 126 min (F, 19)= 25.518, p < 0.001), 144 min (F(1, 22)
=28.262, p < 0.001), 162 min (F(1, 21y= 36.343, p < 0.001), 180 min (Fy;, 20y= 38.684, p
< 0.001), 198 min (F, 22= 32.420, p < 0.001) and 216 min (F(1, 20y= 24.619, p < 0.001)
after fluoxetine or saline administration. Significant interaction between both genotype

and treatment was observed 108 min and 144 min after fluoxetine or saline
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administration (F1, 2y = 7.545, p < 0.05; Fu. 2 = 4.660, p < 0.05, respectively).
Subsequent one-way ANOVA (genotype) showed a reduction in the percentage of
mecrease of the 5-HT extracellular levels in CB; knockout mice respect to wild-type
littermates 108 min, 126 min and 144 min after the fluoxetine administration (F(p, 14) =
10.877,p < 0.01; Fi113= 8.885, p < 0.05; F1, 19y= 8.052, p < 0.05, respectively). Figure
1C represents the AUC values for percentage of 5-HT extracellular levels after
fluoxetine or saline administration respect to basal values. Two-way ANOVA revealed
treatment effect (Fy1 23y = 64.719, p < 0.001), no genotype effect, and a significant
interaction between these two factors (£, 23y = 7.270, p < 0.05). Subsequent one-way
ANOVA (treatment) revealed a significant effect of fluoxetine in wild-type mice (F(1. 12
= 41.417, p < 0.001) and in CB; knockout mice (Fy, 11y = 27.998, p < 0.001).
Comparisons between genotypes indicated no differences after saline treatment but
lower AUC value in mutant than in wild-type mice after fluoxetine treatment (F1, 14 =

7.575, p <0.05).

Decreased S-HTT binding site density in frontal cortex and hippocampus of CB,;
knockout mice

One-way ANOVA revealed a significant decrease of the 5-HTT binding site density in
the frontal cortex (F{1, 19)= 5.960, p < 0.05) and in the hippocampus (F{1, 19y = 18.906, p
< 0.001) of CB; knockout compared to wild-type. No differences between genotypes

were observed either in the striatum or in the anterior raphe (Fig 2).

5-HT;a functional desensitization in the absence of CB; activity
Extracellular recordings were made from serotonergic neurons of the DRN in slices

preparations of brains from CB; knockout and wild-type mice. Two-way ANOVA

[a—
(8]

103



Resultados

Aso et al

revealed a significant ipsapirone concentration-dependent inhibition (F(7, 140y= 119.980,
p <0.001) and a significant genotype effect (£ 140y = 7.120, p < 0.01) on the firing of
serotonergic neurons, without interaction between ipsapirone and genotype (Fig 3A).
However, Bonferroni’s post hoc ¢ test indicated a significant difference between
genotypes at the ipsapirone 60 nM and 100 nM concentrations (p < 0.05, respectively).
Indeed, the concentration—response curve of ipsapirone in CB; mutants was shifted to
the right as compared with that for wild-type mice (Fig 3B). Thus, the ECsy value of
ipsapirone was higher in CB,; knockout mice (ECso: 58.04 nM; 95% CI: 50.66 — 66.50
nM) than in wild-type mice (ECso: 37.36 nM; 95% CI: 33.39 — 41.79 nM), indicating a
functional desensitization of the 5-HT;4 autoreceptor in the DRN of CB; knockout
mice.

The electrophysiological data obtained from the CB; knockout mice were in the same
line than the results found by the pharmacological blockade of the CB; receptor with a
chronic treatment with rimonabant (3mg/kg/day, 14 days) (Fig 4A and 4B). Two-way
ANOVA revealed a significant ipsapirone concentration-dependent inhibition (£, o) =
85.250, p < 0.001), a significant effect of rimonabant treatment (F(y, 96y = 12.610, p <
0.001) and a significant interaction between ipsapirone and rimonabant (Fs 76 = 2.960,
p < 0.05) on the firing of serotonergic neurons (Fig 4A). Bonferroni’s post hoc 7 test
indicated a significant difference between vehicle- and rimonabant-treated mice at the
ipsapirone 60 nM concentration (p < 0.001). Indeed, the concentration—response curve
of ipsapirone in rimonabant chronically treated animals was significantly shifted to the
right as compared to vehicle treated mice (Fig 4B). Thus, the ECs, value of ipsapirone
was higher in rimonabant-treated (ECsp: 53.99 nM; 95% CI: 43.88— 66.45 nM) than in

vehicle-treated mice (ECsp: 30.13 aM; 95% CI: 23.16 — 34.76 nM), confirming a
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functional desensitization of the 5-HT; 4 autoreceptor in the DRN in the absence of CB,
receptor activity.

Altered S-HT,¢ receptor expression in CB; knockout mice

In situ hybridization experiments were carried out to study the distribution of the
mRNA coding for 5-HT>c receptor in the brain of CB; receptor knockout and wild-type
mice (Fig 5). Brain sections from both genotypes were included in the same
hybridization experiment, and regions to be compared from both groups were exposed
to the same B-max film. After the appropriate exposure time, optical densities over the
regions of interest were determined for both groups and the values statistically analyzed
by one-way ANOVA. A significant decrease in the expression of 5-HT,c receptor was
observed in most of the brain areas examined, including the nucleus accumbens (NAcc)
(Fa. 9 = 9.069, p < 0.05), caudate putamen nucleus (CPu) (F(1, 10) = 6.408, p < 0.05),
piriform cortex (Pir) (F, 109 = 17.264, p < 0.01), paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) (#71.9) = 7.078, p < 0.05), retrosplenial granular cortex (RSG) (£,
10y = 12.371, p < 0.01), choroid plexus (ChP) (Fqu, 10p = 59.036, p < 0.001), habenula
(Hab) (F1, o) = 6.855, p < 0.05) and DRN (£(1, 1) = 5.682, p < 0.05). In contrast, a
significant increase in the 5-HT,c receptor expression was observed in the CA3 area of
the ventral hippocampus (F(1, 10p = 9.959, p < 0.05). No significant differences were

observed in the PFC, lateral amygdala (Amy) or periaqueductal gray (PAG) brain arcas.
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Discussion

The present study demonstrates that endocannabinoid system through CB; receptor
modulates the activity of the serotonergic system. In particular, mice lacking CB,
receptor exhibited increased 5-HT extracellular levels in the PFC that could be related
to alterations in different serotonergic components involved in 5-HT feedback, such as
5-HTT, 5-HT A and 5-HT¢ receptors.

In vivo microdialysis experiments demonstrated that CB; knockout mice display a slight
elevation in the basal extracellular 5-HT levels in the PFC. Our observation is in
agreement with the moderately increased 5-HT efflux reported in the rat cortex after the
administration of the CB; antagonist rimonabant (Tzavara et al, 2003). However, the
peripheral administration of fluoxetine resulted on lower increase of 5-HT extracellular
levels in the PFC of the CB; knockout mice compared to wild-type animals,
demonstrating that the blockade of CB,; receptor activity deregulates serotonergic
function. In order to raise this issue, we analysed some of the most important
mechanisms that control serotonergic feedback in the absence of CB; receptor activity.
5-HTT mediates the 5-HT reuptake from the synaptic terminal and determines the size
and duration of the serotonergic responses (Lesch and Mdassner, 2006). Radioligand
binding approaches revealed that CB; knockout mice exhibited a significantly lower 5-
HTT binding site density in the frontal cortex and the hippocampus than wild-type
mice. This finding could explain in part the decreased response to the fluoxetine
treatment observed in mutants in the /# vivo microdialysis experiments, given that 5-
HTT is the target for the 5-HT reuptake-inhibiting antidepressant compounds such as

fluoxetine. In addition, our observation also supports the increased basal 5-HT
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extracellular levels in the PFC as seems to indicate a reduction in the 5-HT clearance of
the synaptic cleft in the absence of CB; receptor activity.

The activity of the somatodendritic 5-HT; o autoreceptor, which negatively controls the
firing rate of serotonergic neurons located in the DRN (Barnes and Sharp, 1999), was
evaluated by using electrophysiological techniques. Extracellular recordings were
performed in brain slices containing the DRN in the presence of concentration-
increasing 5-HT;a agonist ipsapirone. Ipsapirone concentration required for obtaining a
reduction in the serotonergic firing was significantly higher in the CB,; knockout mice
than in wild-type mice, revealing a functional desensitization of 5-HT 5 autoreceptors in
those mutants. Similar results were obtained in wild-type animals receiving a chronic
treatment of the CB, receptor antagonist rimonabant. The functional desensitization of
the 5-HT;a autoreceptor demonstrated in this study through a genetic and a
pharmacological blockade of CB; receptor is supported by the reduced hypothermia
induced by the 5-HT ;5 receptor agonist 8-OH-DPAT in CB; knockout mice previously
reported (Mato et al, 2007). This finding could be linked to the increased basal 5-HT
extracellular levels observed in the PFC of mutant animals since 5-HT 5 receptors were
less efficient in inhibiting 5-HT neurons activity.

Although 5-HTT and 5-HT autoreceptors exert a clear-cut role within the regulation of
5-HT system, emerging findings indicate additional complexity of 5-HT feedback
control involving post-synaptic 5-HT receptors (Sharp et al, 2007). Among all the post-
synaptic receptors, we focused on 5-HTzc receptor because of its participation on the
regulation of emotional state beyond the involvement in 5-HT feedback regulation. This
receptor plays an essential role in the 5-HT-induced HPA axis activation (Heisler et al,
2007) and also mediates the inhibition of dopaminergic system, a key component for

hedonia and motivation (Dremencov et al, 2006). Then, we assessed the expression of
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5-HT,c receptors mRNA in different brain arecas related to motivation, HPA axis and 5-
HT feedback regulation by in situ hybridisation. CB; knockout mice exhibited a
reduction in the expression of the 5-HT5c receptor in the DRN, the NAcc and the PVN,
among other brain areas. Interestingly, 5-HT,¢ receptor was overexpressed in the CA3
area of the ventral hippocampus of CB; knockout mice, suggesting a differential role of
this receptor 1in this discrete brain area, which would deserve additional attention. The
decreased expression of 5-HT5¢ receptor in the DRN of CB; mutant mice could lead to
a reduction in the inhibitory effect exerted by 5-HT,c receptor on 5-HT neurons through
GABAergic mechanism (Boothman et al, 2006). This assumption could support the
increased 5-HT extracellular levels in the brain areas receiving projections from the
DRN in CB; knockout mice revealed by the present results. In the same way, the
decreased levels of 5-HT,c mRNA in mutant mice within the NAcc and the PVN could
indicate a diminished capacity of this receptor to inhibit dopamine activity (Dremencov
et al, 2006) and to stimulate corticotrophin-releasing factor release (Heisler et al, 2007),
respectively.

In summary, the present results indicate that the lack of CB; receptor activity alters 5-
HT;a and 5-HT;c receptors as well as the 5-HTT density, leading to increased 5-HT
extracellular levels as we summarize in Fig 6. Classically, mood disorders have been
associated to reduced 5-HT activity basing on the mechanism of action of antidepressant
compounds (Charney, 1998; Artigas et al, 2002). In contrast to what we could expect
considering this classical hypothesis, the genetic and pharmacological blockade of the
CB; receptor induces a depressive-like phenotype (Hill and Gorzalka, 2005; Mangieri
and Piomelli, 2007; Aso et al, 2008). CB; knockout mice exhibited several traits
comparable to depressive symptoms, such as an anhedonic state (Sanchis-Segura et al,

2004; Maldonado et al, 2006), increased anxiety (Martin et al, 2002), neurovegetative
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alterations (Cota et al, 2003) and impaired stress-coping behavior (Aso et al, 2008;
Steiner et al, 2008). From our point of view, this apparent controversy demonstrates that
the chronic absence of CB; receptor induces alterations in two different physiological
mechanisms able to control emotional state. On one hand, CB; blockade increases 5-HT
activity by altering different components of 5-HT feedback as reported in the present
study. These alterations on 5-HT neurotransmission are similar to those described for
chronic antidepressant treatments (Le Poul et al, 2000; Lanfumey et al, 2000; Gould et
al, 2006). On the other hand, the absence of CB; receptor induces an increase in
glucocorticoids release in response to stress (Cota, 2008). In this sense, we have
previously demonstrated that the enhanced glucocorticoids levels in CB; knockout mice
could produce hipocampal BDNF impairment, which plays a crucial role on the
increased despair behavior exhibited by mutant animals (Aso et al, 2008). Our
observations were in agreement with the new data that point out the deregulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and the deficiency of neurotrophic mechanisms as
central substrates for the actiology and pathophysiology of depression (Berton and
Nestler, 2006). The structural modifications resulting on the alteration of neural
plasticity in the hippocampus could impair the functionality of this brain area,
decreasing in turn the inhibition on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity.
This situation could lead to a positive feedback on glucocorticoid release and facilitate
emotional disturbances, including depression. As a result, in mutant mice the
deregulation of glucocorticoid release and the deficiency of neurotrophic mechanisms
could prevail upon the alterations on 5-HT neurotransmission after a chronic absence of
CB; receptor activity. However, it could be reasonable to assume that the described
increase in 5-HT levels could act at least in part as a substrate for counteracting the

stress-induced emotional impairments in mice lacking CB; receptor, in the same manner
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that has been described for antidepressant (D'Sa and Duman, 2002). Nevertheless, it has
been reported an altered post-synaptic serotonergic signalling that could lead to a
reduction in the efficacy of 5-HT in mutant mice (Mato et al, 2007). In summary, we
can conclude that the lack of CB,; receptor induces an increase in 5-HT extracellular
levels by modulating different components of the serotonergic feedback although these
alterations are not appropriate for ameliorate the depressive-like phenotype exhibited by

CB; knockout mice.
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Figure 1. In vivo microdialysis experiments in the PFC of CB; knockout mice. (A)
Increased basal 5-HT extracellular levels in the PFC of CB; knockout (filled bar)
compared to wild-type (open bar) mice (n = 26). (B) Decreased percentage of increase
of the 5-HT extracellular levels in the CB; knockout mice (filled squares) respect to the
wild-type littermates (open squares) after the fluoxetine administration (n = 8-10). (C)
AUC values for the percentage of increase of the 5-HT concentration in dialysates after
fluoxetine or saline administration in CB; knockout (filled bars) and wild-type (open
bars) mice respect to basal values. Data are expressed as mean £ SEM. x p < 0.05, »x p
< 0.01 comparison between genotypes; ~#+ p < 0.001, when compared with the saline
group of the same genotype (one-way ANOVA). Significant comparisons between the
fluoxetine-treated (squares) and the saline-treated (triangles) groups are not included in

order to clarify the figure.

Figure 2. 5-HTT quantification by [*H]Citalopram binding onto brain membranes
revealed decrcased 5-HTT levels in the frontal cortex and hippocampus of CB,
knockout (filled bar) compared to wild-type (open bar) mice at basal conditions. Data
are expressed as mean £ SEM (n = 10-11). % p < 0.05, %%* p < 0.001 compared to wild-

type mice (one-way ANOVA).

Figure 3. Effect of ipsapirone on the firing of DRN 5-HT neurons in CB; mutants
compared with wild-type mice. (A) Integrated firing rate histograms (in spikes per 10
sec) show the effect of increasing doses of the 5-HT ;4 receptor agonist ipsapirone on
the electrical activity of a DRN 5-HT neuron in a control animal (upper) compared with
a CB; mutant (down). (B) Dose-response curves of ipsapirone-induced inhibition of the

firing of DRN 5-HT neurons in brainstem slices from CB, knockout compared with
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wild-type mice. Ipsapirone-induced inhibition is expressed as percentage of the baseline
firing rate. Each point is the mean + SEM of data obtained from 15-21 individual cells.
The dotted lines illustrate the ECsy values of ipsapirone (abscissa) in CB; mutants and

wild-type mice. % p < 0.05 as compared with the respective inhibition in wild-type mice.

Figure 4. Effect of ipsapirone on the firing of DRN 5-HT neurons in CDI1 mice
chronically treated with rimonabant (3 mg/kg/day, 14 days) or vehicle. (A) Integrated
firing rate histograms (in spikes per 10 sec) show the effect of increasing doses of the 5-
HT,a receptor agonist ipsapirone on the electrical activity of a DRN 5-HT neuron in a
vehicle treated (upper) compared with a rimonabant chronically treated animal (down).
(B) Dose-response curves of ipsapirone-induced inhibition of the firing of DRN 5-HT
neurons in brainstem slices from rimonabant chronically treated animals compared with
vehicle treated mice. Ipsapirone-induced inhibition is expressed as percentage of the
baseline firing rate. Each point is the mean + SEM of data obtained from 13-16
individual cells. The dotted lines illustrate the ECsp values of ipsapirone (abscissa) in
rimonabant chronically treated animals and vehicle treated mice. »»%x p < 0.001 as
compared with the respective inhibition in wild-type mice.

Figure 5. [n situ hybridisation of 5-HT,c receptor in CB; knockout mice. (A)
Representative images of Cresyl Violet staining showing brain areas examined (right)
and visualization of mRNA encoding 5-HT,c in different coronal levels of wild-type
(middle) and CB; knockout mice (left). (B) Quantification of the optical density in each
brain area examined. CB; knockout mice (filled bars) exhibited decreased 5-HT,c
receptor expression in almost all the brain areas studied, excepting the CA3 area of the
ventral hippocampus in which a significant increase was observed. Data are expressed

as mean = SEM (n = 5-6). x p < 0.05, %% p < 0.01, %3%x p < 0.001 compared to wild-type
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mice (one-way ANOVA). PFC, prefrontal cortex; NAce, nucleus accumbens; CPu,
caudate-putamen nucleus; Pir, piriform cortex; PVN, paraventricular nucleus of the
hypothalamus; 4my, lateral amygdala; RSG, retrosplenial granular cortex; ChP, choroid
plexus; Hab, habenula; CA43, CA3 arca of the ventral hippocampus; PAG,

periaqueductal gray; DR, dorsal raphe nuclei.

Figure 6. Schematic representation of the mechanisms involved in serotonergic
feedback that are altered in the absence of CB; receptor activity. A 5-HT projection
from the DRN to the PFC is represented in wild-type mice (upper panel) and CB,
knockout mice (lower panel). 5-HT (red circles) is released by 5-HT neurons (in red)
located in the DRN, binds to 5-HT post-synaptic receptors (in dark blue) and is
selectively reuptaken by 5-HTT (in light blue) located in 5-HT terminals. 5-HT 4
autoreceptors (in light green) situated in the soma of 5-HT neurons are able to inhibit
the 5-HT firing. In the DRN, CB,; cannabinoid receptors (in purple) and 5-HT,c
receptors (in orange) are supposed to be mainly located on GABAergic interneurons (in
dark green). Activation of CB, receptors in the DRN produces inhibition of GABA
release, thus removing the inhibitory effect of these GABAergic cells on 5-HT neurons.
In contrast, activation of 5-HTac receptors induces GABA release, promoting the
inhibitory effect of these GABAergic cells on 5-HT neurons. Thus, the balance between
the activity of 5-HT,c and CB; receptors could determine the net effect of the
GABAergic modulation on 5-HT neurons. The absence of CB; receptor activity (lower
panel) alters different serotonergic components leading to increased 5-HT extracellular
levels by decreasing the activity of the receptors that directly or indirectly produce an
inhibitory effect on 5-HT neurons and reducing the 5-HT clearance of the synaptic cleft.

Hence, CB; knockout mice exhibited a significant desensitization of 5-HTja
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autoreceptor, decreased 5-HTT levels in the PFC and dinunished expression of 5-HTac

receptor in the DRN.
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Delta9-tetrahydrocannabinol decreases somatic and motivational
manifestations of nicotine withdrawal in mice

Balerio GN, Aso E, Berrendero F, Murtra P, Maldonado R

Eur J Neurosci (2004) 20:2737-48

OBJETIVOS:

Analizar la participacion del sistema endocannabinoide en las manifestaciones

fisicas y emocionales del sindrome de abstinencia de la nicotina en el ratén.
RESULTADOS:

- Las manifestaciones fisicas de la abstinencia de nicotina fueron atenuadas
por la administracién del agonista cannabinoide A°-THC.

- El tratamiento crénico con nicotina no indujo cambios adaptativos en la
densidad o en la capacidad de acoplamiento a las proteinas G del receptor
CB;.

- Las manifestaciones emocionales aversivas de la abstinencia de nicotina

fueron atenuadas por la administraciéon del agonista cannabinoide A°-THC.
CONCLUSION:

La estimulacién del sistema endocannabinoide es capaz de atenuar las

manifestaciones somaticas y emocionales de la abstinencia de nicotina.
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ARTICULO 5

Role of the cannabinoid system in the effects induced by nicotine on
anxiety-like behaviour in mice.

Balerio GN, Aso E, Maldonado R

Psychopharmacology (Berl) (2006) 14:1-10

OBJETIVOS:

Analizar la participaciéon del sistema endocannabinoide en los efectos inducidos

por la nicotina sobre la ansiedad en el ratén.
RESULTADOS:

- El bloqueo farmacoldgico del receptor CB; anuld los efectos ansioliticos
inducidos por una dosis baja de nicotina y potencié los efectos ansiogénicos
producidos por la administracion de una dosis alta de nicotina.

- La administracién del agonista cannabinoide A°-THC atenud los efectos
ansiogénicos inducidos por una dosis alta de nicotina pero no modifico la
capacidad ansiolitica de una dosis baja de nicotina.

- La administracién de dosis subefectivas de nicotina y A°-THC produjo un

efecto ansiolitico en el raton.
CONCLUSION:
La actividad del receptor CB; modula los efectos inducidos por la nicotina sobre

la ansiedad, aliviando los efectos ansiogénicos de dosis elevadas y facilitando

los efectos ansioliticos de dosis bajas de nicotina.
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Discusién

Los trastornos emocionales de tipo depresivo y la ansiedad son las formas mas
prevalentes de enfermedad mental y suponen un serio problema de salud en la
sociedad occidental. Se trata de patologias complejas y heterogéneas en las que
participan sustratos neuroquimicos y neuroanatémicos muy diversos que dificultan
la completa comprension de su etiologia y de su fisiopatologia. Recientemente, se
ha postulado que el sistema endocannabinoide pueda ser un importante sustrato
en el desarrollo de estos trastornos dada su participacion en el control de las
emociones. En este sentido, la presente Tesis Doctoral trata de profundizar en el
conocimiento de la funcion desarrollada por el sistema endocannabinoide en las
manifestaciones emocionales de dichos trastornos, utilizando para ello modelos

animales.

Participacién del sistema endocannabinoide en los trastornos emocionales de tipo

depresivo

La investigacion realizada en modelos de experimentacion animal ha permitido
proponer la participacion del sistema endocannabinoide en el desarrollo de los
trastornos afectivos de tipo depresivo. Entre las evidencias acumuladas destaca el
hecho de que los animales carentes del receptor cannabinoide CB; manifiestan una
menor capacidad para hacer frente a las situaciones que generan estrés (Steiner y
cols, 2008a), asi como una mayor vulnerabilidad para desarrollar anhedonia como
consecuencia de la exposicion cronica a situaciones de estrés leve e impredecible
(Martin y cols, 2002). Asimismo, los resultados de los ensayos clinicos realizados
para evaluar la eficacia del antagonista del receptor CB; rimonabant en la
obesidad y el sindrome metabdlico revelan que el bloqueo prolongado del receptor
CB; comporta un incremento del riesgo de desarrollar trastornos emocionales
puesto que la aparicion de sintomas depresivos fue la primera causa de abandono
en estos ensayos (Pi-Sunyer y cols, 2006).

En consonancia con estas evidencias clinicas y preclinicas, los resultados
presentados en esta Tesis Doctoral (Articulo 1) demuestran que los ratones
carentes del receptor CB; manifiestan un comportamiento de tipo depresivo,
caracterizado por un mayor tiempo de inmovilidad en el test de la suspensién de la
cola respecto a los animales control. Esta conducta en el animal es considerada
como un comportamiento de desespero frente a una situacién de estrés
incontrolable (Willner y Mitchell, 2002; Nestler y cols, 2002b). Ademas, nuestros
resultados muestran que dicha respuesta conductual ante el estrés se correlaciona
con unos niveles de corticosterona en sangre mas elevados en los ratones
mutantes que en los animales control, tal como habia sido descrito en estudios

previos (Barna y cols, 2004; Uriglen y cols, 2004; Cota y cols, 2007). Esta
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observacion corrobora las evidencias que demuestran que el receptor CB; ejerce
un control inhibitorio sobre el eje HPA (Di y cols, 2003; Cota y cols, 2007), de
modo que una deficiencia de este receptor origina una menor inhibicién de la
liberacion de corticosterona. La modulacion deficiente de los niveles de
glucocorticoides observada en los ratones mutantes para el receptor CB; puede
ser una razon que sustente el fenotipo de tipo depresivo manifestado por estos
animales. En efecto, el trastorno depresivo se asocia a una desregulacion
neuroendocrina que produce una elevacidon de los niveles de glucocorticoides en
una alta proporcién de pacientes deprimidos (Holsboer, 2001). A dicha elevacién
de glucocorticoides se le atribuye la participacibn en algunos sintomas
caracteristicos de la depresion, tales como las deficiencias cognitivas asociadas a
cambios estructurales en el hipocampo y en la corteza frontal o el incremento de
los niveles de ansiedad inducido por la hiperactividad de la amigdala (McEwen,
2005). Asi, modificaciones estructurales de estas areas cerebrales inducidas por
los elevados niveles de glucocorticoides circulantes en los animales carentes del
receptor CB; podrian comprometer la funcionalidad de estas estructuras y dar
lugar a la aparicibn de sintomas comparables a los descritos en los pacientes
deprimidos. La principal razén por la que los niveles elevados de glucocorticoides
pueden alterar estructural y funcionalmente areas cerebrales es por su propiedad
moduladora sobre la plasticidad neuronal. La capacidad de supervivencia y de
remodelacion de las conexiones neuronales resulta fundamental para la
adaptacion a las diferentes situaciones a las que se enfrenta el individuo. Esta
capacidad se ve comprometida durante el desarrollo de una depresion debido a la
disminucién de los niveles de factores tréficos inducida por los niveles elevados de
glucocorticoides (Pittenger y Duman, 2008).

Partiendo de estas observaciones, nuestro primer objetivo ha sido investigar la
posible relacion entre la respuesta alterada al estrés y los niveles de factores
neurotréficos que modulan la plasticidad neuronal en los animales mutantes para
el receptor CB;. Asi, hemos evaluado los niveles de los factores neurotroéficos
BDNF, NT-3 y NGF en diversas areas cerebrales relacionadas con el control
emocional (hipocampo, corteza frontal y amigdala). Nuestros resultados nos han
permitido constatar que los animales carentes del receptor CB; presentan un
déficit de BDNF en el hipocampo, tanto a nivel basal como en respuesta al
estrés. Esta deficiencia de BDNF ha sido corroborada posteriormente por Steiner y
cols (2008a), los cuales han observado en el hipocampo de dichos mutantes una
disminuciéon de la expresion génica de este factor neurotréfico. Con el fin de
profundizar en la naturaleza de esta deficiencia de BDNF en el hipocampo de los

animales mutantes, hemos analizado la actividad del factor de transcripcion CREB,
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que modula la expresion de este factor neurotrofico, y los niveles de su receptor
especifico TrkB sin hallar modificaciones en ninguno de estos dos elementos. De
esta manera, podemos descartar que la deficiencia de BDNF en el hipocampo de
los animales carentes del receptor CB; esté relacionada con alteraciones a nivel del
receptor o del principal factor de transcripcion del BDNF.

En contraste con los resultados obtenidos en el hipocampo, otras estructuras
cerebrales como la corteza frontal y la amigdala presentan en los ratones
mutantes niveles de BDNF similares a los animales normales. Estos datos sugieren
que la alteracién de BDNF observada en el hipocampo de los animales carentes del
receptor CB; es posiblemente consecuencia del efecto de la exposiciéon a niveles
elevados de glucocorticoides. En este sentido, ha sido descrita una mayor
sensibilidad del hipocampo a los efectos nocivos del estrés, que se relaciona con la
elevada densidad de receptores para glucocorticoides existente en dicha
estructura (Sapolsky, 2003). De hecho, se ha demostrado que la exposicién
crbénica o severa al estrés puede inducir una deficiencia en el aporte neurotréfico
preferentemente en el hipocampo (Smith y cols, 1995; Jacobsen y Mark, 2006).
Como se ha apuntado con anterioridad, a consecuencia de los cambios en la
plasticidad sinaptica del hipocampo inducidos por el estrés croénico, la
funcionalidad de esta estructura puede verse afectada. Entre las alteraciones que
se pueden producir, destaca una reduccion del control inhibitorio que el hipocampo
ejerce sobre el eje HPA, lo cual contribuiria a una retroalimentacion positiva en la
liberacién de glucocorticoides que podria promover la apariciéon de alguno de los
procesos patologicos descritos en la depresion, como son la reduccion del volumen
hipocampal y las alteraciones de las funciones cognitivas (Bremner y cols, 2000;
Duman y Monteggia, 2006).

Con el objetivo de profundizar en la relevancia de la deficiencia de BDNF en el
fenotipo de tipo depresivo exhibido por los ratones carentes del receptor CB,,
hemos administrado BDNF localmente en el hipocampo de estos animales y hemos
observado la reaccion comportamental en el test de suspension de la cola. En
ambos genotipos, el BDNF induce una reduccion del tiempo de inmovilidad de los
animales respecto a los controles tratados con vehiculo, demostrando el efecto
antidepresivo de este factor neurotréfico. En nuestra opinion, el resultado mas
destacado ha sido la reversion completa de la conducta de tipo depresiva de
los animales mutantes tratados con una microinyeccion local de BDNF en el
hipocampo. De esta manera, hemos demostrado que el BDNF desempefia un papel
fundamental en el comportamiento de tipo depresivo producido por la ausencia del

receptor CB; en el ratén.
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Por otra parte, hemos analizado en el hipocampo de los animales deficientes en el
receptor CB; los niveles de NT-3 y NGF, otros dos factores tréficos implicados en la
plasticidad y supervivencia de las neuronas adultas (Huang y Reichardt, 2001). A
diferencia del BDNF, no hemos observado alteraciones en los niveles de NT-3 y
NGF en los animales mutantes en condiciones basales. Estos resultados sugieren
una mayor sensibilidad del BDNF a los efectos negativos del estrés y corroboran
las evidencias previas que sefialan a este factor neurotréfico como un regulador
clave en los mecanismos de neuroproteccion dependientes del receptor CB;
(Khaspekov y cols, 2004). De esta manera, la alteracidon neurotréfica revelada en
nuestros resultados podria estar relacionada con las evidencias acumuladas sobre
deficiencias en la plasticidad descritas previamente en estos mutantes. Entre
dichas evidencias, caben destacar la menor capacidad de proteccion frente a la
excitotoxicidad (Marsicano y cols, 2003), la disminucién de la neurogénesis en el
giro dentado y en la zona subventricular (Jin y cols, 2004) o la mayor pérdida
neuronal asociada al envejecimiento en las regiones CAL1 y CA3 del hipocampo que
va acomparfiada de un deterioro acelerado de las funciones cognitivas (Bilkei-Gorzo
y cols, 2005).

A pesar de la relevancia de estos resultados, queda por elucidar cuéles son los
mecanismos moleculares que relacionan la actividad del receptor CB; con la
expresion del BDNF. Desde nuestro punto de vista, existen dos posibles
hipotesis, que no son excluyentes entre si, sobre la conexidon entre el receptor
CB; y la expresion del BDNF. La primera de ellas ha sido citada anteriormente y
propondria que la deficiencia de BDNF es consecuencia de los niveles elevados y
sostenidos de glucocorticoides causados por la ausencia del control inhibitorio del
receptor CB; sobre el eje HPA en los animales mutantes. Esta hipotesis esta
respaldada por estudios previos que demuestran la disminucion de la expresion de
BDNF inducida por los glucocorticoides (Smith y cols, 1995; Jacobsen y Mark,
2006). Ademas, otro hecho que sustenta esta hipotesis es que la deficiencia de
BDNF se ha observado especificamente en el hipocampo, estructura con una
elevada vulnerabilidad a los efectos del estrés. La segunda hipdtesis en cambio,
plantearia la posibilidad de que la disminucion del BDNF inducida por la exposicion
al estrés prolongado o severo en los animales mutantes se deba a otros
mecanismos, mas alla de la liberacién de glucocorticoides, en los que el receptor
CB; desempefia igualmente un papel destacado. Uno de estos mecanismos seria la
regulacion de la actividad serotonérgica inducida por el estrés. Asi, se ha descrito
que el estrés produce un aumento de la transmisién serotonérgica que, mediante
la activacion de los receptor 5-HT,, ubicados en las neuronas GABAérgicas, origina

una disminucién de la expresiéon del BDNF en el hipocampo (Vaidya y cols, 1997;
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1999). Por el contrario, el tratamiento crénico con compuestos antidepresivos que
incrementan la transmision monoaminérgica induce la sintesis de BDNF (Conti y
cols, 2002), aunque este efecto se produce supuestamente mediante la activacion
de otros receptores diferentes al 5-HT,,. En definitiva, nuestra segunda hipdtesis
se basa en los resultados que se discutiran a continuacion, que demuestran que la
ausencia del receptor CB; produce una desregulacion de la actividad serotonérgica
sin modificar la funcionalidad del receptor 5-HT,, en el hipocampo (Articulos 2 y
3). De esta manera, el aumento de la transmisién serotonérgica en los animales
mutantes podria estar relacionado con la deficiencia de BDNF observada en el
hipocampo de dichos animales.

Teniendo en cuenta la relacidon existente entre el sistema serotonérgico y los
trastornos emocionales en general, el siguiente objetivo de la presente Tesis
Doctoral ha sido investigar el papel desempefado por el receptor CB; en la
transmisién serotonérgica analizando la funcionalidad de diferentes componentes
de dicho sistema de neurotransmisiéon en ausencia de la actividad del receptor
cannabinoide. En primer lugar, hemos evaluado la funcionalidad de los receptores
5-HT;a Y 5-HT,a/2c mediante una aproximaciéon bioquimica y farmacolégica, ya que
estos receptores son componentes importantes de la sefializacién serotonérgica y
existen evidencias de su participaciéon en los trastornos de tipo depresivo (Celada
y cols, 2004). Los animales carentes del receptor CB; manifiestan una reduccion
de los efectos farmacolégicos inducidos por agonistas de los receptores 5-HTis Y
5-HT,a2c €en la temperatura corporal y en la aparicibn de estereotipias
respectivamente, que no se correlaciona con cambios en la densidad de estos
receptores en ninguna de las areas cerebrales analizadas por autorradiografia
(Articulo 2). Asimismo, se ha observado una disminucién de la capacidad de
acoplamiento a las proteinas G de los receptores 5-HTin en el area CA1l del
hipocampo y de los 5-HT,ac en la corteza fronto-parietal. En cambio, la
administracion de compuestos inhibidores de la recaptacion de la 5-HT o de
antidepresivos triciclicos muestra una eficacia similar en ambos genotipos cuando
se evalua el comportamiento en los test de la natacidon forzada y de la suspension
de la cola. En conjunto, estos resultados evidencian una deficiencia en la
funcionalidad de los receptores 5-HT;5 Y 5-HT>a/oc €n ausencia de actividad del
receptor CB,;. Estos resultados sugieren, por una parte, que pueda existir una
alteracion de la sefializacién serotonérgica en los animales mutantes y, por otra,
que algunos de los efectos mediados por los receptores 5-HT;a Y 5-HToa/oc
requieran la actividad del receptor CB;, como ha sido propuesto por otros autores
(Cheer y cols, 1999; Hill y cols, 2006b).
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La interacciéon entre el sistema cannabinoide y el serotonérgico ha sido propuesta
por varios autores, si bien la naturaleza de esta relacibn continda siendo
controvertida. Mientras que algunos autores han observado un incremento de la
actividad eléctrica de las neuronas del nucleo del rafe dorsal debido a la activacion
del receptor CB; (Gobbi y cols, 2005), otros han demostrado una inhibicién de la
liberacion de 5-HT en el hipocampo y en la corteza frontal tras la estimulaciéon del
dicho receptor (Nakazi y cols, 2000; Egashira y cols, 2002) e incluso una
estimulacién de la liberacién de 5-HT tras el bloqueo farmacolégico del receptor
CB; (Tzavara y cols, 2003; Darmani y cols, 2003). De acuerdo con estos ultimos
datos, nuestros resultados han demostrado que los niveles extracelulares de 5-
HT en la corteza prefrontal de los animales carentes del receptor CB; medidos con
la técnica de microdidlisis in vivo estdn incrementados en condiciones basales
respecto a los ratones control (Articulo 3). En cambio, el incremento de 5-HT
en respuesta a la estimulacion con fluoxetina es menor en estos mutantes.
Estos hallazgos sugieren que la ausencia de actividad del receptor CB; induce una
desregulacion de los mecanismos que controlan la actividad serotonérgica. Por
esta razén, hemos analizado en animales carentes del receptor CB; la
funcionalidad de diferentes componentes que participan en la retroalimentacion de
la 5-HT, como los receptores 5-HT;s Yy 5-HT,, que inhiben directa o
indirectamente la actividad de las neuronas serotonérgicas, o el 5-HTT que
recupera la 5-HT liberada en el espacio extracelular.

El autorreceptor 5-HT;, se encuentra en el soma de las neuronas serotonérgicas y
controla negativamente la actividad eléctrica de las propias neuronas (Barnes y
Sharp, 1999). La funcionalidad de este receptor presindptico puede evaluarse
mediante el registro electrofisiolégico de la actividad de las neuronas
serotonérgicas en el nucleo del rafe dorsal en presencia de concentraciones
crecientes de un agonista 5-HT;, (Lanfumey y cols, 1999). Nuestros resultados
demuestran que los animales mutantes para el receptor CB; presentan una
desensibilizacion del receptor 5-HT.4 que se manifiesta por el incremento de
la concentracion del agonista 5-HT;, necesaria para inhibir la actividad de las
neuronas serotonérgicas. Ademas, hemos observado una desensibilizacién similar
del receptor 5-HT;» en animales que recibieron un tratamiento crénico con
rimonabant, lo cual confirma la alteracion de la funciéon de este autorreceptor tras
el bloqueo prolongado del receptor CB;, que ya habia sido propuesta en el anterior
trabajo utilizando una aproximacién farmacolégica (Articulo 2). La menor
capacidad del receptor 5-HT;, para inhibir la actividad eléctrica de las neuronas

serotonérgicas del ndcleo del rafe dorsal podria ser una de las causas que
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explicasen los niveles aumentados de 5-HT extracelular observados en la corteza
prefrontal en condiciones basales.

Otra razon que justificaria estos niveles elevados de 5-HT seria la disminucion de
la densidad de 5-HTT que observamos en la corteza frontal y en el hipocampo
de los animales carentes del receptor CB;. En efecto, teniendo en cuenta que el 5-
HTT es el responsable de la recaptacion la 5-HT en la hendidura sinaptica (Lesch y
Mdssner, 2006), una disminucion de la densidad de este transportador induciria un
aumento de la concentracion de 5-HT en el espacio sinaptico. Ademas, la
disminucién de los niveles de 5-HTT en la corteza prefrontal podria ser la causa del
menor incremento de 5-HT extracelular observado en los animales deficientes en
el receptor CB; en respuesta a la fluoxetina, antidepresivo cuyo mecanismo de
accion es el bloqueo de dicho transportador.

El dltimo de los componentes serotonérgicos implicados en la retroalimentaciéon de
la 5-HT que hemos evaluado es el receptor 5-HT.c.. Este receptor inhibe la
actividad serotonérgica mediante la activacion de las neuronas GABAérgicas
(Boothman y cols, 2006) en las que se encuentra principalmente expresado a nivel
del nucleo del rafe dorsal (Serrats y cols, 2005). No obstante, de entre todos los
receptores postsinapticos de 5-HT que participan indirectamente en la regulacion
de la transmisién serotonérgica (Sharp y cols, 2007) nos centramos en el 5-HT,¢c
por su posible implicacién en los trastornos emocionales mas alla del control que
ejerce sobre la actividad serotonérgica. Asi, el receptor 5-HT,c participa en la
activacion del eje HPA (Heisler y cols, 2007) y en el control de la liberacion de
dopamina asociada a la via mesocorticolimbica que regula la motivacion, de
manera que puede estar implicado en la anhedonia manifestada por los pacientes
depresivos (Dremencov y cols, 2006). Mediante la técnica de hibridacion in situ,
hemos analizado la expresion de este receptor en diferentes areas relacionadas
con el control de las emociones en el cerebro del ratdon. Los animales mutantes
presentan una disminucion generalizada de la expresion del receptor 5-HT,c
respecto a los animales control en la mayoria de las regiones analizadas. Resulta
especialmente relevante la disminucion de la expresion de este receptor observada
en el nucleo del rafe dorsal en relacion al papel desempefiado por este receptor en
la inhibicibn de la actividad serotonérgica (Boothman y cols, 2006). De esta
manera, cabe suponer que la menor expresiéon del receptor 5-HT,c en los animales
mutantes resulta en una menor inhibicion de las neuronas serotonérgicas que
contribuye al incremento en la liberacion de 5-HT que muestran nuestros
resultados de microdialisis in vivo en la corteza prefrontal.

La disminucion de la expresion de 5-HT.c en el PVN constituye igualmente un

resultado de gran interés, dada la importancia de este nucleo en el control del eje
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HPA. Este hallazgo sugiere que la capacidad excitatoria del receptor 5-HT,c sobre
las neuronas que liberan el CRF en el PVN demostrada recientemente (Heisler y
cols, 2007) debe ser menor en los animales carentes del receptor CB;. Estos datos
contrastan con los niveles elevados de glucocorticoides observados en estos
animales cuando son expuestos al estrés (Articulo 1), y sugieren que el efecto
que produce la ausencia del control inhibitorio del receptor CB; sobre el eje HPA
en los ratones mutantes prevalece sobre la menor estimulaciéon de la liberacion de
CRF inducida por el receptor 5-HT,c en estos animales.

Del mismo modo, destaca la menor expresién del receptor 5-HT,c en el nlcleo
accumbens de los animales mutantes revelada por nuestros resultados. El receptor
5-HT,c inhibe indirectamente, a través de la estimulaciobn de las neuronas
GABAérgicas, la liberacion de dopamina en el ndcleo accumbens (Dremencov y
cols, 2005), que es un elemento clave en los procesos que regulan la motivacion
(Cami y Farré, 2003). La menor actividad del receptor 5-HT,c en esta area en los
ratones carentes del receptor CB; podria implicar una mayor liberacién de
dopamina en dicha estructura limbica, que contrastaria con la anhedonia
manifestada por estos mutantes que hemos descrito en estudios previos (Martin y
cols, 2002). Esta aparente controversia sugiere que el receptor CB; afecta los
circuitos de motivacion y recompensa regulando de forma distinta dos mecanismos
con efectos opuestos. Uno de estos mecanismos seria la inhibicion indirecta de la
liberaciéon de dopamina producida por el receptor 5-HT,c y el otro seria el control
sobre las aferencias excitatorias e inhibitorias de las neuronas dopaminérgicas que
facilita la liberacion de dopamina en respuesta a estimulos reforzantes (Maldonado
y cols, 2006). Considerando el fenotipo depresivo manifestado por los animales
mutantes, la ausencia del receptor CB; haria que predominase la alteracién de
este segundo mecanismo frente a la del primero y se produjera una deficiencia en
los circuitos de motivacion y recompensa pudiendo producirse un estado
anhedonico.

Contrariamente a lo observado en otras regiones cerebrales, la expresion del
receptor 5-HT,c se encuentra incrementada en el hipocampo ventral en los
animales carentes del receptor CB;. Este hallazgo nos sugiere un papel diferencial
desarrollado por el receptor 5-HT,c en el hipocampo, que mereceria una atenciéon
especial. En este sentido, estamos desarrollando un estudio sobre la localizacién
del receptor 5-HT,c en las diferentes poblaciones neuronales existentes en el
hipocampo ventral, con el fin de elucidar las posibles implicaciones de esta
sobreexpresion del receptor 5-HT,c en la funcionalidad del hipocampo de los

animales carentes del receptor CB;.
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Considerando en general los resultados obtenidos sobre la interacciéon de los
sistemas cannabinoide y serotonérgico, podriamos concluir que la ausencia de
actividad del receptor CB; induce una desregulacion de la neurotransmision
serotonérgica a diferentes niveles cuya consecuencia es un aumento de los niveles
extracelulares de 5-HT. Estos resultados concuerdan con los datos publicados por
Tzavara y cols (2003) que revelan que el blogueo farmacolégico del receptor CB;
induce una elevacion de los niveles de 5-HT en la corteza frontal de la rata. En el
caso los animales carentes del receptor CB,, el incremento de los niveles de 5-HT
se asocia con una menor funcionalidad de los receptores 5-HTi5y 5-HT,c y del 5-
HTT, todos ellos componentes inhibitorios de la retroalimentacion serotonérgica.
No obstante, estas observaciones contrastan con el fenotipo de tipo depresivo
manifestado por los animales que carecen del receptor CB;, ya que la depresién ha
sido clasicamente asociada a una deficiencia serotonérgica (Charney, 1998).
Desde nuestro punto de vista, esta aparente controversia nos indica que la
ausencia del receptor CB; induce en paralelo alteraciones en dos mecanismos que
afectan al estado emocional. i) Por un lado, produce un incremento de los
niveles de 5-HT y modificaciones en diferentes componentes serotonérgicos, que
pueden ser comparables a las descritas tras el tratamiento crénico con
antidepresivos (Le Poul y cols, 2000; Lanfumey y cols, 2000; Gould y cols, 2006).
ii) Por otro lado, como se ha comentando anteriormente, la ausencia del receptor
CB; produce un incremento en la liberacion de glucocorticoides en respuesta
al estrés que induce una disminucién de los niveles de BDNF en el hipocampo.
Esta alteracion de la plasticidad neuronal puede comprometer la funciéon de dicha
estructura. Teniendo en cuenta el control inhibitorio que ejerce el hipocampo sobre
el eje HPA, una alteracion de la funcionalidad de esta estructura puede inducir una
retroalimentacion positiva en la liberacion de glucocorticoides que potencie las
consecuencias patoldgicas. Asi, las alteraciones en la regulacion de la respuesta al
estrés y en los niveles de BDNF inducidas por la ausencia del receptor CB;
prevalecerian sobre las modificaciones de la transmision serotonérgica tras un
periodo prolongado de tiempo, desencadenando la manifestacion de sintomas
depresivos como los descritos en los animales mutantes (Articulo 1). Ademas, la
sefalizacion serotonérgica postsinaptica parece estar alterada en los animales
mutantes (Articulo 2), con lo que el supuesto efecto antidepresivo que podria
ejercer el incremento de actividad serotonérgica se veria reducido. Este
planteamiento apoya las recientes hipétesis postuladas sobre la neurobiologia de
la depresidn segln las cuales los mecanismos claves en la fisiopatologia de la
depresion serian la existencia de una desregulaciébn de los mecanismos que

modulan la respuesta al estrés, alteraciones en la plasticidad neuronal y
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deficiencias en los circuitos de recompensa. De esta manera, las monoaminas son
consideradas como elementos moduladores de otros sistemas neurobioldgicos y
tendrian principalmente una funcion mediadora de los efectos de los
antidepresivos, en lugar de desempefiar un papel crucial en la etiologia de la
depresion (Heninger y cols, 1996; Berton y Nestler, 2006).

No obstante, no podemos descartar que el incremento de los niveles
extracelulares de 5-HT observados en los animales carentes del receptor CB;,
tenga alguna relacién con las deficiencias descritas a nivel del BDNF hipocampal,
como se ha comentado anteriormente. Esta posibilidad se fundamenta en el hecho
de que el estrés puede inducir un incremento de la liberacion de 5-HT que
promueve la disminucion de la expresién de BDNF en el hipocampo a través de la
activacion del receptor 5-HT,, (Vaidya y cols, 1999). Asi, en los animales
mutantes la respuesta exagerada al estrés y los niveles elevados de 5-HT podrian
sobreactivar el receptor 5-HT,, en el hipocampo, donde no parece tener alterada
su funcionalidad (Articulo 2). De esta manera, los niveles elevados de 5-HT
participarian en la deficiencia de BDNF que contribuye de forma fundamental al

fenotipo de tipo depresivo que hemos descrito en estos animales.

Participacion del sistema endocannabinoide en los trastornos de ansiedad y en el

sindrome de abstinencia asociados al consumo de nicotina

El consumo de tabaco puede generar dependencia debido fundamentalmente a las
propiedades adictivas de la nicotina, el principal componente psicoactivo del
tabaco. Entre las causas que facilitan el desarrollo de la adicciéon al tabaco
destacan la capacidad de la nicotina para regular los niveles de ansiedad y el
estrés de los fumadores (Pomerleau y Pomerleau, 1990) y la aparicion de un
sindrome de abstinencia tras el cese del consumo, que se caracteriza por la
manifestacion de signos somaticos y disforicos (Kenny y Markou, 2001). En la
presente Tesis Doctoral hemos abordado la funciéon que desempefia el sistema
endocannabinoide en el control de ambos procesos.

En primer lugar, hemos analizado la participacidon del sistema endocannabinoide
en las manifestaciones fisicas y afectivas de la abstinencia de nicotina en el ratén
(Articulo 4). Con el fin de evaluar la funcién del sistema endocannabinoide en la
dependencia fisica de nicotina, hemos administrado el agonista cannabinoide A°-
THC en animales dependientes de nicotina para posteriormente precipitar la
abstinencia mediante la administracion de un antagonista nicotinico
(mecamilamina, 1 mg/kg) o de un antagonista opioide (naloxona, 3 mg/kg). La

evaluacion del sindrome de abstinencia de nicotina se realizd mediante la
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cuantificacion de los signos somaticos manifestados por los animales, como habia
sido descrito con anterioridad (Isola y cols, 1999; Watkins y cols, 2000). La
severidad de la abstinencia revelada por los animales dependientes de nicotina es
mayor tras el bloqueo de los receptores nicotinicos que tras la administracion del
antagonista opioide, de acuerdo con estudios previos (Watkins y cols, 2000).
Independientemente del antagonista utilizado para precipitar la abstinencia de
nicotina, el tratamiento previo con el agonista cannabinoide A°-THC (0.3, 1y 3
mg/kg) reduce las manifestaciones somaéaticas de dicha abstinencia. Estos
resultados demuestran que la expresion somética de la abstinencia de nicotina
puede ser aliviada mediante la activacion exégena del sistema endocannabinoide.
Con objeto de analizar si estas propiedades del A°-THC estan asociadas a posibles
cambios adaptativos en los receptores CB; producidos por la exposicion crénica a
la nicotina, se ha evaluado la densidad y funcionalidad de estos receptores en el
cerebro de los animales dependientes de nicotina. Nuestros resultados demuestran
que no existen modificaciones ni en la densidad ni en la capacidad de
acoplamiento a las proteinas G de los receptores CB; en ninguna de las
estructuras estudiadas, de acuerdo con los resultados publicados con anterioridad
en ratas dependientes de nicotina (Gonzalez y cols, 2002). En definitiva, nuestros
resultados permiten concluir que el sistema endocannabinoide participa en la
expresion de la abstinencia de nicotina, puesto que la activacion del receptor CB;
atenua las manifestaciones de dicha abstinencia. Sin embargo, las manifestaciones
somaticas de la abstinencia de nicotina no estan alteradas en ratones carentes del
receptor CB; (Castafié y cols, 2002), sugiriendo un papel diferencial de este
receptor en el desarrollo y en la expresién de la abstinencia de esta droga. De
todas formas, no es posible descartar que las diferentes estrategias
experimentales utilizadas en el trabajo de Castafié y cols (2002) y el presente
estudio puedan influir en la interpretacion de los resultados.

Nuestros resultados demuestran igualmente la participacion del sistema
endocannabinoide en el componente emocional negativo de la abstinencia de
nicotina. Asi, la administraciéon del agonista cannabinoide A°-THC (0.3 mg/kg)
bloquea la disforia inducida por la abstinencia de nicotina (Articulo 4). Para
poder revelar estos resultados, hemos puesto a punto un modelo basado en el
paradigma del condicionamiento espacial que nos permite evaluar el componente
emocional de la abstinencia de nicotina en el ratén. Para ello, se condiciona a los
ratones dependientes de nicotina con diferentes dosis de mecamilamina (0.3 y 1
mg/kg) o de naloxona (0.12 mg/kg) en compartimientos espaciales bien
diferenciados de manera que puedan asociar el ambiente en el que reciben el

antagonista con la disforia inducida por la abstinencia de nicotina. En nuestras
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condiciones experimentales, la naloxona origina una aversion hacia el lugar en el
que los animales han sido condicionados con el antagonista, indicando que este
antagonista precipita manifestaciones motivacionales negativas de la abstinencia
en los animales dependientes de nicotina. La mecamilamina, en cambio, no induce
este comportamiento aversivo. Estos resultados indican una disociacion entre el
componente emocional disforico de la abstinencia de nicotina, en el que el sistema
opioide participa de manera determinante, y el componente somaéatico, en el que el
sistema colinérgico tiene una mayor relevancia.

La abstinencia de nicotina ha sido asociada a una disminucién de la liberacién de
dopamina y a un ligero incremento en los niveles de acetilcolina en el nudcleo
accumbens (Rada y cols, 2001). En este sentido, la atenuacién de las
manifestaciones fisicas y emocionales de la abstinencia de esta droga inducida por
el A°-THC y demostrada por nuestros resultados podria deberse a la capacidad del
agonista cannabinoide de incrementar los niveles de dopamina en esta estructura
(Tanda y cols, 1997) y de disminuir la liberacion de acetilcolina (Gessa y cols,
1998). Sin embargo, es posible que ademéas el A°-THC influya sobre las
manifestaciones emocionales aversivas de la abstinencia de nicotina modulando
los niveles de ansiedad, ya que se ha descrito un efecto ansiolitico del A°-THC a la
dosis que hemos utilizado (Valjent y cols, 2002).

Por ultimo, hemos analizado la participacion del sistema endocannabinoide en los
efectos inducidos por la nicotina sobre los niveles de ansiedad (Articulo 5).
Existen numerosos trabajos que abordan el efecto de la nicotina sobre la ansiedad,
tanto en humanos como en animales que reflejan la complejidad de los procesos
implicados en estas respuestas. Asi, la nicotina puede inducir tanto un efecto
ansiolitico como ansiogénico, dependiendo de la dosis entre otros factores
(Picciotto y cols, 2002). En un trabajo previo, evaluamos las diferentes dosis de
nicotina que modulan la ansiedad en el ratéon mediante la utilizacion del laberinto
elevado en cruz, determinando que una dosis baja (0.05 mg/kg) produce un
efecto ansiolitico mientras que una dosis alta (0.8 mg/kg) incrementa los niveles
de ansiedad de los ratones (Balerio y cols, 2005). Ademas, en este mismo trabajo
comprobamos que los efectos de la nicotina sobre la ansiedad son mediados por la
activacion de los receptores nAChRs. Partiendo de las mismas condiciones
experimentales, en el presente trabajo hemos observado que la administracion del
antagonista del receptor CB; rimonabant bloquea el efecto ansiolitico de la
nicotina y potencia la ansiogénesis inducida por una dosis elevada de la
misma, sin que dicho antagonista (0.25, 0.5 y 1 mg/kg) produzca ninguna
alteraciéon per se de los niveles de ansiedad de los animales. En cambio, el

agonista cannabinoide A°-THC, administrado a una dosis que no tiene efecto sobre
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la ansiedad (0.1 mg/kg), atenuda los efectos ansiogénicos de la dosis alta de
nicotina sin modificar sus efectos ansioliticos. Ademas, la administracion
conjunta de dosis subefectivas de A°-THC (0.1 mg/kg) y de nicotina (0.025
mg/kg) produce un claro efecto ansiolitico en los animales. En conjunto, estos
resultados demuestran que la actividad del receptor CB; desempefia una funcion
importante en la modulacién que ejerce la nicotina sobre los niveles de ansiedad,
aliviando los efectos ansiogénicos de dosis elevadas de nicotina y facilitando los
efectos ansioliticos de dosis bajas de esta sustancia. Esta propiedad del receptor
CB; para atenuar las manifestaciones ansiogénicas de la nicotina puede deberse a
su capacidad para inhibir la liberaciobn de algunos neurotransmisores como el
glutamato o la noradrenalina (Schlicker y Kathmann, 2001) que son liberados tras

la administracion de dosis altas de nicotina (Toth y cols, 1992; Fu y cols, 1998).

En general, considerando los resultados obtenidos sobre la participacion del
sistema endocannabinoide en las manifestaciones de los trastornos de ansiedad y
depresiéon, podemos afirmar que el receptor CB; participa de forma determinante
en la recuperacion del balance homeostatico del individuo tras la exposicién a un
estimulo emocional negativo, bien sea la exposicidn a un situacion estresante o

bien una droga que produce abstinencia o que incrementa los niveles de ansiedad.
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Conclusiones

El trabajo desarrollado en la presente Tesis Doctoral permite extraer las siguientes

conclusiones:

1. La ausencia del receptor CB; induce un fenotipo de tipo depresivo en el
raton. Las manifestaciones de tipo depresivo se producen (1) a nivel
comportamental, con un incremento de la conducta de desespero ante una
situacion de estrés incontrolable, (2) a nivel neuroendocrino, con una
liberaciéon elevada de glucocorticoides en respuesta al estrés y (3) a nivel

neuroquimico, con una deficiencia en los niveles de BDNF en el hipocampo.

2. La deficiencia de BDNF en el hipocampo de los animales carentes del
receptor CB; es crucial en las manifestaciones depresivas de estos animales
por cuanto la administraciéon local de este factor neurotréfico revierte de
manera completa el fenotipo depresivo de los mutantes. Estas evidencias
sustentan el papel decisivo del hipocampo en el desarrollo de los sintomas
depresivos, ya que a su vez esta estructura ejerce un control del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal y participa de las alteraciones cognitivas

que acontecen en la depresién.

3. El bloqueo genético del receptor CB; produce alteraciones en la actividad
del sistema serotonérgico, que clasicamente ha sido relacionado con el
control del humor y de las respuestas emocionales. Asi, los animales
carentes del receptor CB; presentan niveles elevados de 5-HT en la corteza
prefrontal asociados a alteraciones en la funcionalidad de los receptores 5-
HT.1a Y 5-HT,c en el ndcleo del rafe dorsal y del transportador de 5-HT en la

corteza prefrontal.

4. El estudio farmacoldgico y bioquimico de la funcionalidad de los receptores
5-HT1a ¥ 5-HT2a/2c indica que puede existir una deficiencia en la sefializacion

serotonérgica postsinaptica de los animales carentes del receptor CB;.

5. El sistema endocannabinoide participa en los efectos inducidos por la
nicotina sobre la ansiedad y en la expresiéon del sindrome de abstinencia de
esta droga. Asi, la actividad del receptor CB; alivia los efectos ansiogénicos
de dosis elevadas de nicotina y facilita los efectos ansioliticos de dosis

bajas. Ademas, la administracién del agonista cannabinoide A°-THC atenta
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las manifestaciones somaticas y emocionales de la abstinencia de la

nicotina.

Nuestros resultados muestran diferentes situaciones en las que el receptor
CB; participa de forma determinante en la recuperacion del balance
homeostatico del individuo ante un estimulo emocional negativo, como son
la exposicion a una situacidon estresante aguda o croénica, la ansiedad
inducida por la nicotina y la disforia producida por la abstinencia de esta

droga.
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ABSTRACT

GTF21 is a general intrinsie transcription factor and calcium channel regulator with high
and ubiquitous expression, and a strong candidate for involvement in the morphological
and neurodevelopmental anomalies of the Williams-Beuren syndrome (WBS). We have
generated mice with a targeted disruption of G#f27 leading to a deletion of its N-terminal
part. Heterozygous mice exhibit some of the main phenotypic features of WBS,
including craniofacial anomalies, some neurobehavioral alterations and hyperacusis or
odynacusis. Homozygous mutants have reduced embryonic viability and more severe
craniofacial alterations but no neurobehavioral phenotype. Our data indicate that,
although additive effects of haploinsufficiency at several genes may contribute to the
full craniofacial or neurocognitive features of WBS, GTF2/ is one of the main players.
In addition, these findings show that the N-terminus of GTF2I is essential for the
formation of higher-order protein complexes, thus playing an important role in the final

function of GTF21 transeription factors in development and neurocognition.
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INTRODUCTION

The general transcription factor II-I (GTF2I or TFII-I) is a ubiquitously
expressed helix-loop-helix protein involved in the transcriptional regulation of genes
containing initiator sequences (Inr), which are estimated to exist on 85% of all the
human genes (1, 2). GTF2I can act as activator or repressor of transcription, depending
on the interacting proteins and the sequence context of the promoter region (3-5). In
humans, four isoforms of GTF2I produced by alternative splicing have been described
(A, o, B, and v) (2, 6). These 1soforms are differentially expressed in various cell types
and show equivalent transactivating aectivities in vifro. However, they form stable
homomeric and heteromeric complexes with variable activity; thus, complex formation
1s thought to play an important role in regulating the global GTF2I function (7, 8). All
1soforms contain a leucine zipper sequence at the N-terminal region, six direct [-repeats,
two nuclear localization signals, a DNA-binding domain, a split PH domain, and a C-
terminal activation domain (9, 10). The transcriptional activity of GTF2I is dependent
on its tyrosine phosphorylation at defined residues, a process that is required for its
translocation to the nucleus. A variety of growth-promoting and mitogenic stimuli can
enhance tyrosine phosphorylation of GTF2I with the subsequent activation of its target
promoters (11-15). Additionally, there are several consensus Src-phosphorylation sites
that may play critical roles in signal transduction and transeription (2). The N-terminal
domain of GTF2I, including the first 90 amino acids, has been shown to be important
for both, the formation of oligomers and its interaction with Btk (16). Interestingly, a
relevant additional function outside the nucleus also dependent on tyrosine
phosphorylation has recently been described for GTF2I. GTF2I is an inhibitor of
agonist-induced calcium cellular entry by competing with TRPC3, a cell surface Ca™"

channel, for binding to phospholipase C (9).
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In humans, the GTF2[ gene is located on chromosome 7q11.23, in an interval
that is invariably deleted in patients with Williams-Beuren syndrome (WBS), a rare
neurodevelopmental disorder (6, 17). Individuals with WBS manifest characteristic
dysmorphic features including a narrow forehead, midface hypoplasia, a short upturned
nose with broad nasal tip, alongside with other developmental abnormalities such as
cardiovascular problems, mild to moderate mental retardation and growth retardation
(18). The behavioral and cognitive protile of WBS individuals is characterized by
relatively proficient language and face-processing skills, but serious impairments in
visuo-spatial and numerical abilities. Personality traits include overfriendliness and
charismatic speech. Hyperacusis or algiacusis is also an almost constant feature. The
roots of the mental and cognitive aspects probably lie in disruption of normal
neurodevelopment, because brain morphology and neural organization are abnormal
(19).

A firm pathogenic mechanism has been established for the cardiovascular
problems that are known to be caused by haploinsufficiency for the elastin gene (20).
Additional candidates for involvement in several aspects of the WBS phenotype have
been proposed on the basis of clinical-molecular correlations in a few patients with
partial phenotypes and smaller deletions. Two members of the GTF2] gene family,
GTF2I and GTF2IRDI, highly expressed during development and in normal neuronal
tissues (21), are strong candidates for the craniofacial and some neurobehavioral
features of WBS (22-24). Targeted disruption of single genes in mouse models has
provided additional evidence for the involvement of Gtf2irdl in the craniofacial and
cognitive phenotype, as well as Cy/n2 in the neurocognitive features (25-27). However,
despite all these advances, the specific contribution of these genes to the phenotype and

the underlying pathogenic mechanisms of the disease are not yet fully understood.
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A great deal of information about the functions of GTF2I has been obtained
recently, mostly from in vitro studies of over-expression, protein interaction and
transcription regulation (2-5, 7-16, 22). Here, we have studied the in vivo effects of a
deletion of the N-terminal part of GTF2I. The phenotypic characterization of this mouse
model reveals that the deficiency of GTF2I can contribute to important features
displayed by WBS patients such as the craniofacial abnormalities and some
neurobehavioral alterations including hyperacusis. The analysis of the expression of
endogenous genes in hippocampus of this model also provides information about the

pathways regulated by this transeription factor that may be altered in WBS.
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RESULTS
TARGETING OF THE MOUSE G#f2i GENE

A portion of the Gtf2i gene containing the translation start site was isolated as
described (see Methods) to generate a targeting vector (Figure 1A). The construct
contained a Neomycin resistance element which replaced exon 2 of the mouse G#f2i
gene. Targeted R1 ES cell clones were screened by Southern blot and PCR analysis.
Almost 4% of the clones carried the correct mutation. Positive clones were aggregated
with CD1 morulae to generate chimeras. Germline transmission was achieved by
crossing chimeric males with CD1 females. Correct mutation transmission was screened
by Southern blot analysis (Figure 1B).

To contirm changes in G#f2i expression, RNA and protein were extracted from
various tissues of wild-type (G#2i”"). heterozygous (Gl‘j?i’dde"“’) and homozygous
(Gtf2i*"*%) mice. RT-PCR analysis with primers located in the first and fourth exons

revealed the presence of an alternative shorter transeript in Gif2i"“* and Grf2i*“74
mice compared to wild-type mice (Figure 1C). Sequence analysis confirmed the absence
of exon 2 in the shorter transcript. Western blot analysis revealed that this transcript was
translated in a shorter form of GTF2I (Figure 1D). Interestingly, enhanced expression of
the shorter protein with respect to the wild type was observed in Ci?zj?i#de""1 MEFs, but
not in other fetal and adult tissues of G{]’Ziﬁd‘w" mice (not shown). Since this truncated
form was also recognized by the anti-GTF2I antibody, we hypothesized that the deletion
of entire exon 2 containing the initiation codon abrogated to the use of a second in
frame start codon downstream in the mutant mRNA. [n silico analysis (Netstart
program) identified the first putative in frame translation start site with suitable Kozak
consensus sequence located in exon 5, predicting a protein lacking the first 140aa

(AT40GTEF2I). We generated an expression vector with a G#f2i cDNA coding for such a
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truncated AI140GTF2I (exons 5-35), and expressed it in COS7 cells. Figure 1D shows

~ ] A Aex?2 — .Aex2/Aex?2 S
that the observed endogenous truncated form in the G¢f2i""“" and G1f2i*“”** mice co-
migrated with the artificial truncated protein, suggesting that our predictions were right
and the ATG identified at exon 5 was indeed used as the start codon for translation in

the targeted gene.

GROWTH PROPERTIES OF MUTANT MOUSE EMBRYONIC
FIBROBLASTS

Next, we decided to test whether GTF2I may provide a direct link between
mitogen-dependent signaling and changes in nuclear gene expression that govern
cellular proliferation and cell division.

Eleven independent cultures derived from six different embryos were grown
following the classical 3T3 protocol to obtain fully immortalized clones (28). As
illustrated in Figure 2A, G#f2i*7*? mouse embryonic fibroblast (MEF) cultures
immortalized around eight passages earlier than G.z‘j?iw and G{fZi#AM cultures. The
number of passages until immortalization was independent of the altered pathway
(blockage of 53/p21 or loss of p16), as tested by immunoblot (not shown).

Cr'l‘]‘?;t'#“m‘1 MEF cultures did not growth at high density. Indeed, the number of

G{f?iﬁd‘““’ cells in saturated cultures was l,9jzl,5><106 per 10 cm dish (n = 3), whereas
wild-types and G/2i“*7““> MEFs reached saturation levels that were two times higher
(3.846,5 and 4,1+0,15x10° per 10 em dish, n = 3, respectively) (Figure 2B). Gf2i""
MEF cultures also proliferated less efficiently than controls’ (Figure 2C) and had
reduced plating efficiency opposite to the properties shown by G#2i*“*? cultures.

Whereas plating 4000 G#/2i"**? MEFs in a Petri dish yielded only 2143,5 colonies, the

same amount of Gﬁ?fw or Gg?idm"m”" MEFs led to 114+7.1 and 142+4.2 colonies,
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respectively. Finally, quiescent G(f?i#dm" MEFs re-entered the cell cycle with normal

kinetics upon serum stimulation (Figure 2D). However, the proportion of cells that
entered to the S phase was reduced by about 70% when compared with G#2i"”" or

Grpideﬂdeﬂr} MEFs.

BIOCHEMICAL PROPERTIES OF THE A140GTF2I PROTEIN

The generated A140GTF21 protein lacks the leucine zipper motif that is present
in the N-terminal end of all the endogenous GTF2I isoforms of human and mouse (6,
29). In vitro studies have shown that the deletion of the N-terminal 90 amino acids of a
GTF2I-A isoform affects its DNA binding ability leading to a fail to activate
transeription on GTF2I-dependent reporters in transient transfection assays. This mutant
protein also failed to interact with the wild-type GTF2I-A isoform suggesting that the N-
terminal region might control the extent of complex formation and consequently, the
nuclear function of GTF2I (10). Consequently, we decided to examine whether the
expression of the AI40GTEF2I could also alter the normal balance or/and distribution of
the endogenous isoforms in modified mice, potentially affecting the formation of
complexes and/or its nuclear function. First, we tested by RT-PCR the presence of
mRNA coding for different protein isoforms generated by alternative splicing of several
exons. We identified, cloned and sequenced, six isoforms resulting from alternative
splicing of exons 10 through 12, and named them in agreement with the human
counterparts (Figure 3A). We then performed a relative quantification of the expression
of the mRNA from each isoform, using three mice per genotype and four different
tissues (kidney, spleen, ovary and cerebral cortex). Independently of the tissue
examined, the three variants expressed at higher levels were always those coding for the

B, A, and o isoforms. A switch in the relative abundance of the ® and y isoform mRNA

217



Anexo

was only observed in the cerebral cortex. The o and € isoform mRNAs were detected
although at very low levels in all tissues. Interestingly, we observed that the pattern of
expression showed significant changes among genotypes (£=0.0003) (Figure 3A, right).
Most notably, the GTF2I-A isoform mRNA became the most highly expressed in
Gif2i"*7 mice (45,8 + 4,1 for GTF2I-Avs. 36,8 + 8,2 for GTF2I-B) while the
B—isoform mRNA was the most abundant in G#/2i”" (47,3 + 2,7 for GTF2I-B vs. 40,4 +
2,5 for GTF2I-A) and Gtf2i"“** mice (54,5 + 2.9 vs. 37,1 + 2 for A—isoform). The
mechanisms leading to the variable distribution of isoform transcripts in heterozygous
mice remain unclear.

By immunocytochemistry, we detected that the mutant A140GTF2I was
localized preferentially in the nucleus of primary MEFs (Figure 3B) a behavior similar
to the wild type protein and also the GTF2I variant with N-terminal deletion of 90
amino acids (10). Our findings indicate that the N-terminus is not required for nuclear
translocation and that the variable distribution of GTF2I isoforms does not play a major
role in directing the nuclear localization of the protein or protein complexes.

Finally, we attempted to test the transcriptional properties of the A140GTF21
compared with the wild type GTF2I protein by quantifying the endogenous mRNA
levels from several genes (Cvelin DI, c-fos, Luciferase, Gapdh, Hsp70, f—actin and
Gif2i) in arrested or serum stimulated MEFs. We also analyzed the transcriptional
response of COS7 cells transfected with the A140GTF2I-B construct, using murine
GTF2I-p and human GTF2I-A constructs as controls. Among the genes examined c-fos
and Cyclin DI contain canonical Inr elements on the promoter region close to the
transeription start sites and have been previously reported as substrates for GTF2I (2, 8,
30). However, we could not appreciate any significant expression changes between

genotypes in MEFs nor in COS7 transfected with Al40GTF2I-3 or GTF2I-
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(Supplemental Figure 1), indicating a lack of significant effect of A140GTF2I-f} or

GTF2I-B in the reported genes in the cellular models used.

Gy2i%?4*? MICE HAVE REDUCED VIABILITY AND ABNORMAL
CRANIOFACIAL MORPHOLOGY

Mice heterozygous and homozygous for the G#f2i mutation appeared to be
grossly normal, fertile and indistinguishable from their wild-type littermates. By
contrast, abnormal Mendelian frequencies of the expected genotypes in different crosses
were found at birth, with a clear reduction of G#f2i*“*“* animals (Table 1). To
mvestigate the role of G127 in mouse development, we first analyzed the genotype
frequencies of embryos at 9.5-12.5 dpe. G#f2i*7*? embryos were already
underrepresented from the expected Mendelian ratio at 9.5 dpe (Table 1), suggesting a
much higher rate of early lethality of G#f2i**4*** mice.

Histological examination of decidual swellings at E6.5-8 dpc resulting from
G214 x Gif2i"7 matings revealed a significant percentage of highly
disorganized embryos with gross morphological alterations [Normal/Abnormal =
58(72,5%)/22(27,5%)]. Only structures related to the ectoplacental cone and trophoblast
giant cells could be morphologically identified (Figure 4A). Loss of the epiblast in
defective embryos appeared to be a consequence of decreased cell proliferation, as
determined by a marked reduction of Ki67 immunostaining. No increased apoptosis was

Aex2/Aex2

revealed by TUNEL staining despite that a significant number of G#/2i animals

were lost before E7.5 dpc (Figure 4A).
On physical exam, gross anatomy of mutant mice appeared to be normal, with
normal body size and weight. However, a more detailed evaluation revealed an obvious

Aex2/Aex?

iofaci : : - AHldex? .
craniofacial phenotype in Grf2i mice, more subtle in G#2i""““ animals,
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consisting in a shorter nose and wider nasal bridge as shown in Figure 4B. Specitic
measurements of cranial morphology (distance from the occipital suture to the tip of the
nasal bone) revealed significant differences between the genotypes (P=0.004) (Figure
4B). These features are quite similar to the craniofacial anomalies also present in the
Gif2ird] KO mice (25), even though, in contrast to G#f2i mutants, G#f2irdi KO showed
phenotype only in the homozygous state. The craniofacial anomalies did not affect the
brain morphology which appeared anatomically normal. Because the WBS phenotype
suggests prominent functional alterations in the hippocampal function (declarative
memory and spatial navigational information) (19), we searched for putative
developmental neuroanatomical defects by stereological analysis of volumes and total
neural numbers. We analyzed global brain and three areas of the hippocampus (CAl,
CA3 and the dentate gyrus) in three adult male animals per genotype. No significant
abnormalities were observed in the mutant animals with respect to the controls, even
though a trend for a reduction of total volumes in male heterozygous could be

appreciated (data not shown).

BEHAVIORAL ALTERATIONS IN ADULT G#2i MUTANT MICE

To evaluate a possible involvement of GTF2I in the psychomotor and
neurobehavioral WBS phenotype, G#/2i"7, Gtf2i"**? and G#f2i*“*** mice (n = 10 per
group) were evaluated in several paradigms.

Motor coordination (wire hanging test), locomotor activity (actimetry boxes) and
anxiety-related behaviors (lit-dark box; elevated plus maze; open field) were first
explored. A significant decrease in the vertical activity (Figure 5A) as well as high
levels of anxiety in the Iit/dark box (increased latency of the first entry and decreased

number of entries and percentage of time in the lit compartment) (Figure 5B) and in the
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elevated plus maze (decreased percentage of entries in the open arms) (Figure 5C) was
evident in Gz‘f?i#"'eﬂ mice. No significant changes on horizontal locomotor activity were
revealed among genotypes. The spontancous mechanical (tail pressure test) and the
thermal nociceptive (tail immersion and hot plate tests) thresholds were also evaluated
but no significant differences were found among genotypes (Supplemental Figure 2).

The active avoidance paradigm was used to examine cognitive responses in
these animals. As illustrated in Figure 5D, G(}‘21."'6"('7/49“"7 mice improved the performance
in the test, revealed by the significant increase in the conditioned changes ratio respect
to Gtf2i"”" and G{]’Zi#dm"’ mice. Sound intolerance was also measured by evaluating the
time of freezing behavior at different sound intensities. G#f2i"'“” mice showed a
significantly lower threshold for sound intolerance, suggestive of the presence of
algiacusis and/or hyperacusis already at 65 dB (Figure 5E).

Finally, we measured the social behavior by mean of the resident-intruder test.
No significant difference in the pattern of aggressiveness and social behavior was
observed among the different groups of mice (Supplemental Figure 2).

In summary, a significant phenotype was obvious in Gl‘j?fum animals with
decreased exploratory activity, higher anxiety and a lower threshold for sound

Aex2/Aex?

. . ~ . g A .
intolerance, while G#f2i performed in the same range as G#/2i” " controls in most

paradigms except tor an improved learning in the active avoidance test.

IDENTIFICATION OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES

In order to identitfy candidate genes and pathways that could be responsible of
the observed neurocognitive phenotype, we performed a comparative transcriptomic
analysis at the hippocampus. Pools of mRNA derived from five previously phenotyped

mice corresponding to each genotype were subjected to microarray analysis. We
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decided to compare pools instead of single individuals in order to minimize individual
and technically-related variation. Using stringent criteria to define up- and down-
regulation, a total of 102 genes were identified as deregulated (Supplemental Table 1).
A greater number of modified genes with respect to wild-type animals was observed in

fdex2

Gif2i"** animals (n=65) compared to Grf2i**" mice (n=24), and a greater

ex2

proportion corresponded to down-regulated genes in th?fw' animals, somehow
consistent with the phenotypic data. Only a few genes were deregulated in the same
direction in G#f2i"** and G#f2i*"7** mice (9 down-regulated and 4 up-regulated). To
validate the microarray results, we carried out real-time RT-PCR analysis in a sub-set of
selected genes (~15%) using the same RNA samples as templates. The RT-PCR results
directly reflected the changes seen by microarray for nearby all the genes examined
(14/15).

Classifying the modulated genes by biological processes, 61% were implicated
in metabolism (29% nucleic acid, 25% protein), 28% in signal transduction and 7% in
response to stimuli related with behavior. Concerning the predicted molecular function,
93% were related with binding process (30% protein-binding, 20% ion-binding, 17%
nucleotide-binding and 15% nucleic acid-binding). Interestingly, two of the genes with
significantly reduced expression only in G#f2i"*“ animals encode proteins with
relevant functions in hippocampal neurons: Synpo (1,66 fold reduction) is involved in
synaptic plasticity, and Birclf (2,07 told reduction) in preventing apoptosis (31, 32).

Theretore, we have identified many potential direct or indirect targets for GTF2I
function. In agreement with the functional and expression analyses performed in the

cellular models and referred above, neither c-fos nor Cyclin DI appeared deregulated in

the adult hippocampus by microarray analysis.
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DISCUSSION

In an attempt to create mouse models for WBS, we have generated a knockout
mouse with a deletion of exon 2 of Gif2i resulting in the expression of a short GTF2I
protein lacking the initial 140 amino acids. A remarkable neurobehavioral phenotype
was evident in heterozygous mutant animals consisting in decreased exploratory activity
despite normal motor coordination, enhanced anxiety and a low threshold for sound
intolerance. Homozygous mutants showed a reduced viability early in development,
with death before E8.5. However, the small proportion of surviving Grf2i"***? mice,
only 3-13%, developed normally to adulthood with normal pre and postnatal growth and
performed in the same range as wild-type controls in most neurobehavioral paradigms.
Our findings indicate that GTF2I activity is essential for cell proliferation during early
embryogenesis and that such requirement can be only partially compensated in a small
percentage of cases, possibly by other GTF2I family members. However, GTF2I seems
not necessary for late fetal and postnatal development although its deficiency leads to
specific neurological features. In an apparent paradox, the neurological phenotype was
evident only in G#2i"*** heterozygous animals and absent in G#f2i*™**** homozygous
mutants. Possible explanations for this paradox include the existence of adaptation or
compensatory tissue specific mechanisms in G(f?i’kxm‘exz homozygous mice after
embryonic survival, and the putative different molecular consequences of hetero and
homozygosity for the mutant AI40GTF2I protein, as discussed in the next paragraph.

GTF2I is an intrinsic transcription factor, with important biological functions
through its role n activating/repressing the transcription of a number of genes (2, 3, 33-
35). In humans, the four alternatively spliced 1soforms of GTF2I show homomeric and

heteromeric interactions, and the oligomer formation strongly correlates with DNA-

binding activity (7, 8). The leucine zipper motif located in the N-terminal part of GTF21
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is thought to be required for controlling the extent of complex formation and
consequently its nuclear function (8). Our results underscore the in vivo relevance of the
N-terminal part of GTF2I in appropriate stoichiometric concentrations. Heterozygous
Gif2i"*** MEFs proliferated well, but their growth rates were significantly slower and
failed to growth dense cultures when compared to wild-type and homozygous
Gif21*¥22 gells. Moreover, quiescent G#f2i"**> MEFs did not re-enter the cell cycle
upon mitogenic stimuli as efficiently as their normal counterparts, suggesting a
signaling defect mediated by the GTF2I-containing higher-order protein complexes.
Therefore, we propose that the presence of the A140GTF2I protein leads to an abnormal
composition of the GTF2I complexes with different consequences in the heterozygous
or homozygous state, consistent with the paradoxically different phenotypic
manifestations of Gi#2i™*%% and G#f2i****? mice. Given the inducible properties and
multiple functions of GTF2I from early in development into adulthood (21, 29, 36), it is
also logical to find variable consequences of A140GTF2I hetero- and homozygosity at
different developmental times and tissues. In agreement with this hypothesis,
transcriptomic analysis on the hippocampus showed a higher number of modified genes,

x2

mainly down-regulated, in heterozygous Grj?i”‘é‘e mice compared to wild-type and

homozygous Gf2i"***** animals. In addition, significant changes in expression of the
mRNAs encoding the different GTF2I isoforms were observed among genotypes.
Surprisingly, however, in vitro assays did not reveal any expression changes of the
examined c-fos and Cyclin DI genes in COS7 cells transfected with a cDNA coding for
the A140GTF2I protein. Consistently, the transeription of those genes was also

unaffected in the expression assays with microarrays from hippocampus, suggesting that

they are not among the main targets for GTF21 regulation.
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Based on clinical-molecular correlations in patients with partial deletions of the
WBS region, two members of the GTF2I gene family, GTF2] and GTF2IRDI, have
been proposed as strong candidates for the craniofacial and some neurological features
of WBS, while CYLN2 is thought to contribute to the neurological and cognitive
phenotype (22-24). In addition, already available mouse models support these
hypotheses. Cyf.’nf"’; and Cylnf’L mice present with mild structural brain abnormalities,
hippocampal dysfunction, and deficits in motor coordination, as well as mild growth
deficiency but no craniofacial defects (37). A transgenic mouse in which the integration
of the c-myc transgene caused a deletion of the first exon of Gi#f2irdl showed some
craniofacial abnormalities reminiscent of those seen in WBS, together with growth
retardation and possible neurological dysfunction (25). Another Gif2irdI-targeted
mouse showed reduced aggression and natural fear response and increased social
interaction combined with impaired amygdale-based learning (26). However,
haploinsufficiency for CYLNZ2, GTF2IRD] and ELN alone or in combination cannot
explain all the clinical features of WBS (37). The more pronounced craniofacial,
neurocognitive and behavioral phenotypes associated with the common deletion
implicate other telomeric genes in these features, most likely GIF2I, deleted in all
classic WBS cases and some patients with partial deletions and a rather complete
phenotype (17, 18, 23-25).

In agreement with these observations, we show here that the deficiency of
GTF2I by ablation of the first 140 amino acids in mice results in a characteristic
phenotype related to the WBS phenotype. In addition to the mentioned neurological
features, G2 and G2i"***** mice display craniofacial abnormalities, with a
shorter but symmetric snout and apparent midface hypoplasia. Given that loss of

Gtf2irdl leads to a similar, although asymmetric, craniofacial phenotype in mice, and
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that GTF2I and GTF2IRD1 share functional domains and expression patterns and are
known to interact to each other, haploinsufficiency at both loci is likely to result in
additive or synergistic effects.

Another interesting feature of Gf2i "

animals 1s the auditory phenotype, also
reminiscent of that seen in WBS. Most WBS individuals show odynacusis, a lowered
pain threshold for loud sound, along with auditory allodynia, the specific aversion to
certain sounds; true hyperacusis, meaning a lowered hearing threshold, and auditory
fascinations are also present although only in 5-10% of cases (38). The origin of these
highly penetrant auditory symptoms in WBS is not yet understood. The normal speech
discrimination and the lack of abnormal loudness growth function in
electrophysiological studies suggested abnormalities in central auditory processing (39).
G(f?fmexz animals showed clear odynacusis, manifested by a lowered pain threshold for
loud sound (evident at 65dB), thus indicating that deletion of GTF2I is likely
responsible for the similar auditory phenotype in WBS.

The observed phenotype in these mice is consistent with the expression pattern
of Gtf2i during development and in the adult brain, including the hippocampus (21). The
results of the transcriptomic analysis have shown that GTF2I participates directly or
indirectly in regulating the expression of Synpe and Birclf, among other genes related
with hippocampal neurons. The BIRC proteins, also known as family of IAP proteins,
are antiapoptotic both in vitro and in vive (40) and have been found upregulated to
prevent neurocognitive deficit following cranial irradiation (31). Synpo-null mice are
viable and fertile but present learning impairments due to deficits in synaptic plasticity
in the hippocampus (32). Therefore, GTF2I might contribute to the hippocampal
dysfunction in WBS and G#f2i mutant mice at least in part by leading to insufficient

expression of the Synpo and/or Birclf genes.
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In summary, our observations in the Gr#2i** mouse models illustrate that
GTF2I associates with some of the main phenotypic features of WBS, including the
craniofacial abnormalities, some neurobehavioral alterations and the hyper or
odynacusis. As shown by previous studies in human and mouse, no single gene appears
to be responsible for all the craniofacial or neurocognitive features of WBS (18, 21-27,
37, 41). Instead, the additive effect of haploinsufficiency at several genes appears to be
required, and we propose that GTF2[ is one of the main players. In addition, our data
strongly suggest that the N-terminus of GTF2I is essential for oligomerization and
formation of higher-order protein complexes, thus playing an important role in the final

functions of GTF2I in development and neurocognition.
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Methods

Generation and genotyping of Gif2{ mutant mice

Mouse G#f2i cDNAs and genomic sequences were cloned by plate hybridization
from a mouse testis cDNA library and a lambda genomic library, respectively. For
excision of the second exon of G#f2i, which contains the initiation start codon, we
subcloned upstream and downstream genomic fragments in a plasmid containing the
PGK-neo cassette (Figure 1A). The resulting targeting vector, p856, was linearized and
electroporated into mouse R1 ES cells, and recombinant clones were selected in the
presence of G418. Seven G418" clones were identified by Southern hybridization using
probes external to the targeting vector and PCR strategies. Recombinant clones were

L . . A+ ex2
used to generate chimeric mice by aggregation to CD1 morulae. G#f2i” o2

mice were
intercrossed to generate mouse colonies in the 129Sv x CD1 background or backerossed
to generate a pure C57BL/6J colony. The experiments described in this manuscript were
carried out with animals in the 129Sv x CD1 background.

Genotyping of Gif2i mutant mice was carried out by PCR amplification. To
identify wild-type allele (377 bp) we used primers mG#/2i-11F (forward) and mGrf2i-
[1R (reverse). To 1dentify the mutant (Aex2) allele (309 bp) we added a second reverse
primer mG#f2i-neo to the amplification reaction. Primer sequences are included in the SI
Table 3. The annealing temperature was 60°C and they were amplified for 30 cycles.

Animals were maintained under standard animal housing conditions in a 12-h
dark-light cycle with free access to food and water. Animal care was in accordance with

ethical guidelines (European Communities Council Directive 86/609/EEC) and

approved by the Local Ethical Committee (IMAS-IMIM/UPF).

Cell Culture and Immunocytofluorescence
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We obtained and characterized MEFs following the previously described
protocols (42). All the experiments were made by triplicate. Spontaneous
immortalization was carried out following a classical 3T3 protocol (28). All cultures
(MEFs and COS7) were maintained in DMEN supplemented with 10% CS at 37°C in a
5% CQO; environment.

To detect endogenous GTF2I, immunocytofluorescence was performed in
primary MEFs. The cells were cultured on sterile glass cover slips and after fixation and
permiabilization were stained with the anti-GTF2I rabbit polyclonal antibodies (gift of
A. Roy) in 1:200 dilution. Nuclear DNA was additionally stained with Hoechst 33258
(Molecular Probes). Microphotographs were taken using an Olympus BXS1 microscope
with an epifluorescence and phase-contrast optics equipped with the Olympus DP71
camera and using the software Cell® Digital Imaging system. A more detailed

description of these methods could be found in Supplemental Methods.

mRNA expression analyses

Total RNA from cells and tissue samples of mice was isolated using the
TRIZOL reagent (Invitrogen). For RT-PCR amplification, cDNA was prepared from 1
pg total RNA using random hexamers and SuperScript II RNase H- reverse
transcriptase (Invitrogen). The ¢cDNA solution was subjected to 25-30 cycles of PCR
amplification by using specific primers (SI Table 3). Absence of genomic DNA
contamination was determined by the non-amplification of a small genomic fragment
using genomic DNA as positive control. RT-PCR products were subject to
electrophoresis in 2% agarose gel, stained with ethidium bromide and visualized.
Relative quantification of ethidium bromide stained samples was obtained using the

software Quantity One (Version 4.3.1 Biorad).
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In order to distinguish and quantify the different splicing variants, flanking
primers located on exons 9 (forward) and 13 (reverse) of the Gtf2i gene were used, and
the reverse oligonucleotide was labelled with 5-FAM dye. RT-PCR products were
analyzed on an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems).
Estimation of percentage of each isoform was performed by comparing the relative
ratios of the areas under the peaks corresponding to each variant using the Genemapper
v3.7 software (PE Applied Biosystems). Three different samples per tissue were
analyzed and each assay was performed by triplicate.

For microarray analysis, total RNA from the hippocampus was isolated as
recommended (RNeasy, Qiagen). RNA quality was assessed with the Model 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). Two-color microarray hybridizations were
performed using the GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix) and
confronting of the three genotypes. All the hybridizations were done in duplicate with
direct and dye swap experiments. Fluorescent images were obtained with the Agilent
G2565BA Microarray Scanner System (Agilent Technologies), and TIFF images were
quantified with the use of the Spot program

(http://experimental.act.cmis.csiro.aw/Spot/index.php) under the R  environment

(http://www.r-project.org). The resulting raw values were filtered and an intensity cut-

off was applied, selecting those points with a foreground median/background median >3
in at least one channel.

Real-Time PCR was performed using the SYBR Green Ready Master Mix
according to the manufacturer’s instructions in an ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems). The standard curve method was used for the

analysis. The results were normalized respect to two housekeeping genes, Gus B and
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Tubb4. A reagent-only (no DNA) negative control sample was included in each run.

Experiments were carried out in triplicate to ensure reliability.

Protein analysis

Plasmids expressing mouse GTF2I wild type and A140GTF2I (both B-isoform)
were generated using a PCR-based strategy (TFIIWT and TFIIN140 as forward primers
and a common reverse primer TFIIR (SI Table 3 ). PCR products were gel-purified,
ligated into the pcDNA3.1 Directional TOPO Expression Kit (Invitrogen). The correct
amplification of cloned products was tested by sequencing.

Transient transfection was carried out in COS-7 cells using Fugene reagent
(Roche). After 48h, recombinant proteins were isolated. Equal amounts of protein
extracts (20 pg/lane) were separated by SDS-PAGE according to the protocol described
by Laemmi (43). Equal loading and transfer of samples were confirmed by staining the
membranes with Ponceau S. After bloking with 3% BSA membranes were incubated
with the specific primary antibodies: anti-GTF2I (generous gift of Ananda Roy);
pl6N<4a; p21Cip1; p53 (Neo Markers), o~tubulin (Ab-1; Oncogene Research). After
incubation with the corresponding secondary antibodies ECL-plus kit (Amersham

Pharmacia) was used to visualize the protein.

Histology and immunohistochemstry

E6.5-7.5 deciduas or adult tissues were surgically removed, fixed in 10%
buffered formalin (Sigma), and embedded in paraffin using standard procedures.
Sections (6 pm) were stained with hematoxylin and eosin (H&E). TUNEL assays were
performed using the in situ cell death detection kit (Roche). Cell proliferation was

determined by immunostaining with anti-Ki67 (Dako) according to the manufacturer’s
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instructions. Brains were split into two hemispheres by a midsagittal section and
processed for stereology, according to the procedure described previously (44). More

detailed description of stereology analysis can be found in Supplemental Methods.

Behavioral characterization of mice

Mutants and wild-type littermate mice were tested in a battery of “primary
screen” behavioral assays in the following order: open field activity, hot plate, lit-dark
box, tail immersion and active avoidance. The testing order was predetermined, with
less stressful tests conducted before more stressful ones. There was at least 1 day of rest
between tests. Additional batches of mice were used for intruder test studies. Each batch
of mice consisted of 10 male mice per genotype to ensure sufficient statistical power
against variation of behavioral data. More detailed description of behavioral tests can be

found in Supplemental Methods.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA with genotype as between subjects’
factor followed by post hoc comparisons (Tukey-Scheffé test) to detect statistical
differences among levels. The alpha-corrected level for all test was 0,05. All statistic

test were made under the R environment (45). Values were expressed as mean+ts.e.m.
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Figure legends

Figure 1. Gene Targeting of G#f2i

(A) Schematic targeting strategy. 7op: partial restriction map of wild-type genomic
DNA encompassing exons 1 (grey box), 2, 3, 4 and 5 of the G#/2i locus (filled boxes)
(B, BamHI; E, EcoRI; Bg, Bgl/ll); the translation initiator sites in the wild type (*) and
targeted (¥*) alleles are indicated. Arrows indicate the location of the primers used for
RT-PCR analysis. Middle: The targeting vector contains the PGK-neo (open box) and
lox511 sequences (filled triangle). Bottom: Predicted targeted allele resulting from the
homologous recombination. The stippled box indicates the location of the probe used
for Southern blot, recognizing EcoRI DNA fragments of 14,7 kb (wild-type allele) and
9,7 kb (targeted allele). (B) Representative Southern blot of mouse tail DNA isolated

. . . " +/Aex? . ..
from newborn mice derived from crosses between G2 mice and hybridized to

probe A. The expected pattern of bands was obtained in each of the genotypes G{f?i+/+;
Gif2i"** and Gif2i*"7“**? mice. (C) RT-PCR analysis with primers located in exons 1
and 4 (1) or 2 and 4 (2) of G#f2i on mRNA from G#f2i"", Gif2i"** and Gf2i*
mice. Transeripts lacking exon 2 are observed in heterozygous and homozygous mutant
mice (1), while no amplicon was obtained with exon 2 and 4 primers in G#f2i*"*
mice (2). (D) Western blot of total protein extract from MEFs (G1f2i”"", G1f2i"** and
G1f2i%*%42 lanes 1-3) and COS7 cells transfected with a G7/2i ¢cDNA lacking the first

four exons (lane 4). Bands corresponding to the wild-type and truncated A140GTF21

proteins are shown.

Figure 2. Growth properties of G#f2i mutant MEFs
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(A) Spontaneous immortalization curves of eleven independent MEFs cultures of early
passage (P1) derived from six different embryos showing earlier immortalization in
Gif2i% 74 and later in Gif2i*? cells. (B) Saturation rate of 10° cells plated by
triplicate and counted every three days until they reached the maximum score. A poorer
saturation rate was observed in G(fZi#"‘m"’ cells. (C) Proliferation of immortal MEFs.
Three independent experiments per genotype were performed and each time point was

done by triplicate. The fastest proliferation was observed in Grf2i"™**? while

G1f2i* cells performed the worst. (D) Re-entry into S-phase after serum deprivation.
The percentage of cells in S-phase was measured at the indicated times after serum
stimulation. Again G#f2i”*" MEFs showed the lowest rate of S-phase re-entry.

Aex2/Aex2

grey squares; GIf2i black triangles. All values

+/Aex2

G1f2i"”7, open thombus; Gf2i

are expressed as meants.d.

Figure 3. Quantification of GTF2I isoform mRNAs and subcellular localization of
the A140GTF2I protein.

(A) (Left) Schematic representation of the G¢f2i locus and the alternative transcripts
found encoding the different GTF2I isoforms. Filled rectangles represent the exons
present while open rectangles represent the exons missing in each corresponding
mRNA; the exon number 1s indicated on the top and the length of each exon in bp 1s
shown below. (Right) Interaction plot showing the average relative quantification of
expression level means of the isoform mRNAs among genotypes. A switch in the
relative abundance of the A versus P isoform mRNAs is evident in G#2i"*" animals
with respect to Grf2i"" and G#2i"" " mice (ANOVA analysis, P=0.0003). (B)
Subcellular localization of endogenous GTF2I detected with the anti-GTF2I antibody in

MEFs. The genotype of the cells is shown in the bottom. A similar nuclear localization
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pattern of A140GTF2I and wild-type proteins was contirmed by DAPI staining in all

cases. Scale bar: 10um.

Figure 4. Embryonic abnormalities and craniofacial dysmorphology in mutant
mice.

(A) H&E staining, Ki67 labeling and TUNEL assay of representative sections from
normal (top) and abnormal (bottom) E7.5 embryos derived from crosses between
heterozygous (G1f2i™*“?) females and homozygous (G#2i**?**?) males. The
percentage of abnormal embryos observed at this stage was > 25%. Abnormal embryos
lacking detectable embryonic layers by H&E staining are likely to correspond to
nonviable G(f?ideﬂd"x" embryos. Normal embryos displayed high levels of Ki67-
positive cells while they are no detectable in abnormal embryos. No differences were
observed in the TUNEL staining. (B) Morphologic abnormalities in G#f2i mice at 8
weeks of age. (Left) The histogram shows the relative average distance from the tip of
the nose to the proximal oceipital suture (n=10 per genotype). Pair wise comparisons
revealed statistically significant differences between genotypes (Tukey test; P=0,003
and P=0,048 for Grf2i"?**? and Gif2i""* relative to G1f2i"", respectively). On the
right, a representative photograph of the dissected cranial structure per genotype is
shown. A shorter snout could be clearly appreciated in the mutant mice, more subtle in
heterozygous Gi2i"“? animals. G#f2i”7, open square; Gif2i""*“, grey square;

G1f2i"** black square.

Figure 5. Neurobehavioral phenotype.
(A) Locomotor activity. A decrease in the vertical locomotor activity measured in the

actimetry box was observed in G#2i"**7 mice (P= 0.02). (B) Lit/dark box. G#f2i"**"
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mice showed an enhanced anxiety level as revealed by increased latency of the first

entry (P= 0.01) in the lit compartment and the lower activity in the lit compartment (P =
0.02). Gif2i**¥**? behaved similarly to wild-type mice. (C) Elevated Plus/Maze.
Enhancer anxiety level was manifested in the Grf?iﬂ"m as indicated by the reduced
percentage of entries in the open arms during the elevated plus-maze paradigm (P =
0.01). (D) Active avoidance. G#2i"““** mice exhibited an improvement of the
learning task in the active avoidance paradigm on day 6 (P = 0.02). (E) Acoustic
sensitivity. Enhanced sensitivity to an acute tone of 2800 Hz was observed in G{f?z’"’dex"
mice when the tone was emitted at 65dB as demonstrated by a longer lasting freezing
behavior (P = 0.02). G#f2i”", open square; G(f?iﬁﬂm}: grey square; G(f?idex'w'm, black
square. Each genotype groups are composed only by males (n=10). All data were

analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey post hoc comparisons. Data are

CXpI‘CSSéd as mean * s.e.m.
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Table 1. Genotypes’ distribution in the offspring of G#2i"“7““? and Gif2i""

mouse crosses during embryonic development and at birth.

Mating Genotype
Age P
Male Female 4| HAex2 | Aex2/Aex?

83x 107"

E8.5-E12.5 - 64 6

Aex2/Aex2 +/Aex2

55x 10

At Birth - 131 22
3,7x 107F

+/Aex?2 +/Aex?2 At Birth 167 340 48
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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