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Resumen / Abstract

1.Resumen

Introduccidn: La depresion es una de las patologias psiquiatricas con mayor prevalencia en la
actualidad y con un grave impacto en la salud publica. Alrededor de un tercio de los pacientes
son resistentes al tratamiento farmacolégico disponible actualmente, por lo que existe una
urgente necesidad de profundizacidn en el conocimiento de su fisiopatologia que permita
desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces. Por ello, en los uUltimos afios se han planteado
diferentes hipdtesis complementarias a la monoaminérgica sobre la que se basan los
antidepresivos utilizados en clinica, siendo una de las mas relevantes la hipétesis inflamatoria

de la depresidn.

La inflamacién que acompana no sélo a la depresion, sino a otras patologias psiquiatricas, podria
estar desencadenada por el estrés y los principales mecanismos alterados pertenecen al sistema
inmune innato. La cronificacion de los estimulos estresantes desregulan el eje hipotalamo-
hipdéfisis-adrenal, provocando un desequilibrio en la articulacién de la resolucidn inflamatoria

gue desemboca en situaciones potenciales de dafio.

En este sentido, una de las vias mas estudiadas es la que acompafia al receptor Toll-like 4 (TLR-
4) pudiendo activarse por sefales endégenas (DAMPs) o exégenas (PAMPs) de dafio. El ligando
exdgeno del TLR-4 es el lipopolisacarido (LPS) por lo que la traslocaciéon bacteriana inducida por
el estrés también podria jugar un papel en la fisiopatologia de la depresidon. Numerosos estudios
han mostrado la capacidad del microbioma para producir efectos comportamentales, siendo la
traslocacion bacteriana uno de los principales mecanismos. La cascada de sefializacion de TLR-4
induce el factor nuclear kappa B (NF-kB), molécula clave en la respuesta inflamatoria, pero a su
vez controla la activacion de las proteina/quinasas activadas por mitégenos (MAPKs). Esta
familia de proteinas regula importantes procesos celulares como la supervivencia vy
diferenciacion celular o la apoptosis, siendo también uno de los importantes transductores de

la inflamacién.

La generacidon de estrés oxidativo constituye una de las consecuencias de los procesos
inflamatorios y su control se antoja vital para la prevencién del posible dafo celular y tisular. La
ruta antioxidante del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) es la principal
herramienta de la que disponen las células para enfrentarlo y se ha descrito su participacién en

enfermedades de componente inflamatorio donde se ubican las psiquidtricas.

we
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Dentro de las posibles alteraciones relacionadas con estos procesos en depresién se encuentra
la via de las kinureninas, con la peculiaridad de constituir un posible nexo de unién entre la
inflamacidn y los sistemas de neurotransmisidn. Particularmente, la indolamina 2,3-dioxigenasa
(IDO) y la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO) se activan en situaciones inflamatorias y catalizan el
paso de triptéfano hacia kinurenina, disminuyendo la biodisponibilidad de triptéfano para la
sintesis del neurotransmisor mas vinculado tradicionalmente con los trastornos depresivos, la
serotonina. Ademas, a partir de la kinurenina se generan metabolitos con capacidad de accién
sobre los receptores N-metil-aspartato (NMDA) del glutamato, pudiendo conducir a situaciones

de excitotoxicidad y dafio tisular.

La caracterizacion de todas estas vias en depresién podria aportar nuevos horizontes en el
desarrollo de farmacos que conduzcan hacia una mayor efectividad en los tratamientos. Asi
mismo, conocer codmo los antidepresivos mas utilizados en clinica son capaces de modularlas
nos aportaria datos interesantes sobre su implicacidn real en la fisiopatologia depresiva y sobre

posibles causas de las resistencias al tratamiento.

Objetivo: investigar si la inflamacién desencadenada por el estrés juega un papel en la
fisiopatologia de la depresidn a través de vias de inmunidad innata que involucran liberacién de
productos bacterianos de la microbiota intestinal y sefalizacion intra e intercelular en cerebro a
través de MAPKSs, factores antioxidantes y alteraciones en el metabolismo de la serotonina y la

via de las kinureninas.

Material y métodos: el modelo de depresidn en rata Wistar utilizado fue el chronic mild stress
(CMS), un protocolo de estrés crénico que genera un comportamiento de tipo depresivo en el
roedor. Tras la exposicion al CMS se caracterizaron bioquimicamente las vias relacionadas con
la inflamacién descritas previamente (MAPKs, Nrf2 y kinureninas). En un primer experimento,
se administraron tres representantes de las familias de antidepresivos mas prescritas en clinica
(desipramina, escitalopram y duloxetina) para evaluar su modulacidon de los diferentes
pardmetros de la ruta antioxidante de Nrf2 en cdértex prefrontal e hipocampo y de la via de las
kinureninas y el metabolismo de monoaminas en cdrtex prefrontal. Con el objeto de analizar la
influencia de la traslocacién bacteriana en las alteraciones moleculares y comportamentales
inducidas por el CMS, se realizd un segundo experimento en el que se afiadié un grupo
experimental tratado con antibidticos de manera crdnica testado previamente para reducir la
flora intestinal. Profundizando en la implicacién inflamatoria en el comportamiento de tipo
depresivo, se realizd un tercer experimento en ratdn utilizando el modelo de administracién de
lipopolisacdrido (LPS) inductor del sickness behavior. Sobre él se evaluaron los efectos del
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bloqueo de la IDO, mediante la administracién oral de L-leucina y la utilizacién de ratones
knockout, y del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) con un anticuerpo de
neutralizacién inyectado intraperitonealmente. Para evaluar la traslacionalidad de todos estos
hallazgos, se realizé el andlisis de algunos de los mediadores inflamatorios alterados en muestras
del area 9 de Brodmann del cértex prefrontal (PFC) procedentes de pacientes depresivos tras

suicidio. Ademas, se correlacionaron con la presencia o ausencia de tratamiento antidepresivo.

Resultados: La ruta antioxidante de Nrf2 se encontré afectada tras el CMS en el cértex prefrontal
pero no en el hipocampo. La exposicidon al CMS disminuyd la expresion de los activadores PI3K
y Akt en ambas estructuras, pero tanto Nrf2 como sus inhibidores, Keap-1y p-GSK-3f, y algunas
enzimas antioxidantes de fase Il producto de su actividad (HO-1, NQO-1, SOD-1, GPx-1, catalasa)
Unicamente se modificaron en el PFC, reduciendo la expresién de la ruta. Los antidepresivos,
particularmente desipramina y duloxetina, consiguieron restaurar la expresién de algunas

moléculas de la misma en el PFC, ejerciendo escasas acciones en el hipocampo.

La activacion inflamatoria de la IDO y la TDO en el cértex prefrontal tras el CMS incrementd los
niveles de los metabolitos de la kinurenina (KYNA y QUINA), en un potencial desvio del
triptéfano de la sintesis de serotonina hacia la produccidn del precursor de KYNA y QUINA, la
kinurenina. Ademas, la exposicidon al CMS modificé elementos del sistema de neurotransmision
monoaminérgico en la direccién de una reduccidn de su sefalizacidn por sus efectos sobre los
receptores de serotonina y el incremento en el transportador de recaptacion de noradrenalina
(NET). Los antidepresivos administrados revirtieron la mayoria de los efectos potencialmente

dafiinos provocados sobre la via de las kinureninas y el metabolismo monoaminérgico.

El CMS induce una disfuncidn intestinal y una traslocacién bacteriana desde el colon hacia
diferentes drganos (higado, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos), con presencia de
componentes bacterianos (LPS) en el plasma. El tratamiento con antibidticos previno la
traslocacion bacteriana y restaurd el incremento en la MAPK p38 y el descenso en la ruta de
Nrf2 que se induce tras el CMS en el cortex prefrontal. La expresion de las formas activadas de
las MAPKs se observé en microglia y neuronas, pero no astroglia bajo condiciones de CMS.
Ademas, algunas de las alteraciones comportamentales que el CMS provocé en diferentes test

(mFST, SPT, ST, EPM) no se produjeron en el grupo tratado con antibioticos (mFST, ST).

La prevencion de la activacién de la via de las kinureninas en el modelo de inyeccién de LPS en
ratdn no tuvo efectos relacionados con la anhedonia y la motivacion medidos a través del SPTy

el VWR. El bloqueo de la sefializacion por FGF-21 restaurd la preferencia por sacarosa a las 24
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horas tras LPS, sefialandole como posible responsable de la disminucién que se produce durante

el sickness behavior.

Los estudios realizados en cerebros humanos revelaron un incremento del ligando endégeno de
TLR-4, Hsp 70, las formas activadas de las MAPKs p38, ERK1/2 y INK, y el Bcl-xL en el drea 9 de
Brodmann. Se registrd una disminucion en la DUSP2 que defosforila a las MAPKs y en la ruta de
Nrf2, afectando a su activador PI3K, su inhibidor Keap-1y la propia expresion nuclear de Nrf2.
La distincién entre individuos sin tratamiento antidepresivo y con él mostré la persistencia de
las alteraciones en los mediadores descritos a pesar del tratamiento y el incremento con el

mismo de S100A10, proteina implicada en la distribucién de los receptores de serotonina.

Conclusiones: los resultados aportados por esta investigacién refuerzan la idea de la implicacién
del estrés en la generacion de desequilibrios inflamatorios en depresién a través de mecanismos
en el PFC que involucran a las MAPKs, la ruta antioxidante de Nrf2, la via de las kinureninas y el
metabolismo monoaminérgico. La traslocaciéon bacteriana contribuye a la neuroinflamacién
detectada a través de la MAPK p38 y la ruta de Nrf2 y, ademas, posee implicaciones
comportamentales. Respecto al comportamiento, se ha encontrado a FGF-21 como potencial
responsable de la disminucidn del consumo de sacarosa producido durante el sickness behavior
desarrollado en situacion inflamatoria. El bloqueo de la activacién de la via de las kinureninas a
este nivel, sin embargo, no pareci6 mostrar mejora relacionada con la anhedonia y la
motivacion. Los tratamientos antidepresivos son capaces de ejercer algunas acciones sobre los
pardmetros bioquimicos modificados, pero en pacientes depresivos tras suicidio no
consiguieron revertir las alteraciones detectadas, apuntando hacia una posible causa de

resistencia al tratamiento.

Los descubrimientos descritos en esta Tesis Doctoral podrian representar nuevas dianas
farmacoldgicas y la posibilidad de una mejora en los tratamientos disponibles contra Ila

depresion.
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2.Abstract

Background: depression is one of the most prevalent psychiatric diseases nowadays with a
significant impact in public health. Around one third of the patients are treatment-resistant to
available drugs, thus there is a pressing need to achieve a better understanding of the
pathophysiology allowing the development of more effective therapeutic strategies. Lately,
different hypothesis, complementary to the monoaminergic one in which the antidepressants
used in clinics are based, have arisen becoming the inflammatory hypothesis of depression one

of the most relevant.

The inflammation - not only accompanying depression but also other psychiatric pathologies -
could be triggered by stress and the main dysregulations are related to the innate immune
system. Moreover, stressors can become chronic and modify the hypothalamus pituitary
adrenal axis (HPA) activity leading to a dysregulation in the inflammatory process, leading to

potential harmful situations.

In this sense, the Toll-like receptor 4 (TLR-4) pathways are one of the most studied and can be
activated by endogenous (DAMPs) or exogenous (PAMPs) damage signals. The
lipopolysaccharide (LPS) is the exogenous ligand of the TLR-4 and, therefore, the bacterial
translocation induced by stress could play a role in the pathophysiology of depression. Previous
studies have shown the ability of the microbiome to exert behavioral effects and the bacterial

translocation represent one of the mail mechanisms.

TLR-4 activates the nuclear factor kappa B (NF-kB), a key regulator of the immune response, but
also controls the activity of the mitogen-activated protein kinases (MAPKs). This family of
proteins regulates important cellular processes such as cellular survival and differentiation or

apoptosis, being one of the main inflammatory triggers.

Oxidative stress is a consequence of the inflammation and its control is vital to prevent from the
potential cellular and tissue damage. The nuclear factor (erythroid-derived 2) like 2 (Nrf2)
antioxidant pathway represents the main defense to face it and it is involved in illnesses

accompanied by inflammation like the psychiatric diseases.

Within the dysregulations related to this processes in depression, the kynurenine pathway could
link inflammation and neurotransmission systems. Particularly, the indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) and the tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO) can be activated by inflammation
and catalyze the conversion of tryptophan to kynurenine, reducing the bioavailability of
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tryptophan to synthetize serotonin. Moreover, some metabolites generated from the
kynurenine can act on the N-methyl aspartate (NMDA) receptors of the glutamate, leading to

excitotoxicity and tissue damage.

The characterization of these pathways in depression could provide new insights for the drug
development of more effective treatments. Understanding how the more prescribed
antidepressants can modulate those pathways could unveil interesting aspects about their real
implication in the pathophysiology of depression and the possible causes of treatment

resistances.

Aims: to elucidate whether the stress-induced inflammation plays a role in the pathophysiology
of depression through innate immunity pathways that involve the release of bacterial products
from the intestinal microbiota and the intra/intercellular signaling in the brain including MAPKSs,

antioxidant factors and changes in the serotonin metabolism and the kynurenine pathways.

Material and methods: the depression model used in Wistar rats was the chronic mild stress
(CMS), a chronic stress protocol that induces a depressive-like behavior in rodents. After the
CMS exposure, we performed a biochemical characterization of the inflammation-related
pathways previously described (MAPKs, Nrf2 and kynurenines). In the first experiment, three
representative antidepressants of the most prescribed families were injected (desipramine,
escitalopram and duloxetine) to evaluate their modulation of different Nrf2 antioxidant pathway
mediators in the prefrontal cortex (PFC) and the hippocampus and the kynurenines pathways
and monoamines metabolism in the PFC. To analyze the role of the bacterial translocation in the
molecular and behavioral changes induced by the CMS, we made a second experiment adding
an experimental group chronically treated with antibiotics using a previously tested protocol to
reduce the colonic microbiota. We developed a third experiment in mice applying a
lipopolysaccharide (LPS) administration as inductor of sickness behavior. We studied the effects
of the IDO blockage through the oral administration of L-leucine and knockout mice, and we
investigated the behavioral effects of the fibroblast growth factor 21 (FGF-21) using a
neutralizing antibody injected intraperitoneally. To evaluate the translational implications of
these discoveries, we analyze some of the modified inflammatory mediators in human brain
samples of the Brodmann area 9 in the PFC from depressive patients who committed suicide.
Moreover, we correlate the changes with the presence or absence of antidepressant

treatments.

Results: the Nrf2 antioxidant pathway was downregulated in the PFC but not in the

hippocampus after CMS. The CMS exposure decreased the expression of the activators PI3K and
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Akt in both cerebral areas, but Nrf2, its inhibitors, Keap-1 and p-GSK-3[3, and some of the phase
Il antioxidant enzymes induced by its activity (HO-1, NQO-1, SOD-1, GPx-1, catalase) were
reduced only in the PFC. The antidepressants, particularly desipramine and duloxetine, restored
the expression of some of these molecules in the PFC, exerting limited actions in the

hippocampus.

The inflammatory activation of the IDO and the TDO in the PFC after the CMS increased the
kynurenine metabolites levels (KYNA and QUINA), potentially diverting the tryptophan from the
serotonin synthesis to the precursor of the KYNA and QUINA, the kynurenine. Moreover, the
CMS exposure modified some elements of the monoaminergic neurotransmission system
towards a decrease of the signaling by means of the effects over the serotonin receptors and
the upregulation of the noradrenaline reuptake transporter (NET). The antidepressant
treatment restored most of the potential damage produced over the kynurenine pathways and

the monoaminergic metabolism.

The CMS induced an intestinal dysfunction and a bacterial translocation from the colon to
different organs (liver, spleen, mesenteric lymphatic nodes), with the presence of bacterial
components (LPS) in the plasma. Antibiotic treatment prevented from the bacterial
translocation and restored the increase in the MAPK p38 and the downregulation in the Nrf2
pathway induced by the CMS in the PFC. The expression of the activated forms of the MAPKs
was observed in the microglia and neurons but not astroglia under CMS conditions. Moreover,
some of the behavioral changes caused by the CMS in different tests (mFST, SPT, ST, EPM) did

not happen in the antibiotic treated group (mFST, ST).

Prevention from the activation of the kynurenine pathways in the LPS injection model in mice
did not affect the anhedonia and motivation assessed by the SPT and the VWR. The FGF-21
signaling blockage restored the sucrose preference 24 hours after LPS, pointing it out as a

possible responsible of the decrease observed during the sickness behavior.

The human brain studies revealed an increase of the TLR-4 endogenous ligand, Hsp 70, the
activated forms of the MAPKs p38, ERK1/2 and JNK, and the Bcl-xL in the Brodmann area 9.
There was a downregulation in DUSP2 which dephosphorylates the MAPKs and in the Nrf2
pathway, affecting its activator PI3K, its inhibitor Keap-1 and the nuclear expression of the Nrf2.
The distinction between patients with and without antidepressant treatment showed the
persistence of these changes despite the treatment and the increase of S100A10, a protein

involved in the displaying of the serotonin receptors, in the treated group.

Oe



Resumen / Abstract

Conclusions: the results from this research strengthen the idea about the stress involvement in
the inflammatory dysbalance detected in depression through mechanisms in the PFC related to
the MAPKs, the antioxidant Nrf2 pathway, the kynurenines pathways and the monoaminergic
metabolism. Bacterial translocation contributes to the neuroinflammation modulating the
MAPK p38 and the Nrf2 pathway and, in addition, it has behavioral consequences. Regarding
the behavior, the FGF-21 has potential to be considered a responsible factor for the reduction
in the sucrose intake observed in the sickness behavior developed under inflammatory
conditions. However, the blockage in the activation of the kynurenines at this level did not
improve the anhedonia and motivation. The antidepressants can exert some actions over the
modified biochemical parameters, but in depressive patients who committed suicide did not

restore the changes, pointing out to a possible cause of treatment resistances.

The discoveries described along this Thesis could represent new pharmacological targets and

the possibility of an improvement in the available treatments against depression.
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1.La depresion

1.1.La enfermedad psiquiatrica del s.XXI

En su etimologia, el término depresidon proviene del latin depressio que significa “opresidn,
encogimiento, abatimiento”. Aunque son conceptos diferentes, el primero en acuiiar un término
para referirse al estado de dnimo asociado a la misma como melancolia (del griego antiguo
UEAac "negro" y yoAn "bilis") fue Hipdcrates en el siglo V a. C.(Hippocrates, siglo V a.C.), pero no
seria hasta 1725 cuando Richard Blackmore le otorga el nombre con el que conocemos en la

actualidad a esta enfermedad (Blackmore, 1725, Jackson, 1986).

Los trastornos depresivos constituyen un amplio espectro de enfermedades psiquidtricas del
estado de dnimo de dificil diagndstico alrededor de unos criterios sindrdmicos. Dentro de ellas
se encuentra el trastorno depresivo mayor, introducido a mediados de 1970 por un grupo de
clinicos estadounidenses con el afan de aunar criterios en el diagndstico basandose en los
sintomas (Spitzer et al., 1975) y que fue incorporado en 1980 dentro del DSM-III. Asi, se define
como un conglomerado de sintomas sostenidos en el tiempo siendo la intensidad e incidencia
de cada uno particular de cada caso: apatia, abulia, tristeza, desesperanza, anhedonia, anergia,

trastornos del suefio y del apetito, baja autoestima e incluso ideaciones suicidas.

La etiologia de la depresidn puede responder a multiples variables, con factores relacionados
como el consumo de toxicos, el estado civil, el nivel socioeconémico o comorbilidades con otras
enfermedades, situandose el estrés como uno de los principales implicados en su génesis. No es
de extrafiar que asi, su impacto en la sociedad de principios del siglo XXI, consternada por un
ritmo frenético y multiples dificultades, esté siendo dramatico. En 2015, mas de 300 millones de
personas la padecian en todo el mundo siendo la tercera causa de morbilidad sélo por detras de
los accidentes cardiovasculares y de trafico (Marcus et al., 2012, Institute for Health Metrics and
Evaluation, 2015). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que su impacto va a
dispararse en el futuro préximo y que en 2030 sera la primera enfermedad en discapacidad
ajustada por anos de vida (disability adjusted life-time years, DALYs) (Mathers y Loncar, 2006).
De hecho, en la Unién Europea, 1 de cada 15 personas padecen depresién. No debemos olvidar,
ademas, el elevado coste sobre la calidad de vida de los pacientes y su entorno social (familia,
amigos...) asi como la fuerte inversidon econémica que supone para la sociedad tanto en costes
médicos directos (38.000 millones de €) como en pérdidas de los empleadores (54.000 millones

de €) (Olesen et al., 2012).
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Centrandonos en nuestra geografia, la prevalencia de la depresién en Espaia se sitla alrededor
del 5,21% con aproximadamente 2.400.000 personas afectadas en el afio 2015 (Institute for
Health Metrics and Evaluation, 2015). El sexo constituye un factor de riesgo diferencial a la hora
de sufrir un episodio depresivo grave, otorgando a las mujeres casi el doble de probabilidades
de padecerlo con respecto a los hombres (14,5% vs 6,4%) (Gabilondo et al., 2010, Igualdad,
2013). Los DALYs se situan en 424.000 en 2015 (Institute for Health Metrics and Evaluation,
2015) y el ratio de suicidios, de los cuales al menos dos tercios se derivan de episodios

depresivos, fue del 7,5 por 100.000 habitantes en 2012 (OECD, 2015).

La depresién presenta comorbilidad con multiples enfermedades tanto psiquidtricas como la
ansiedad, trastornos de personalidad o abuso de sustancias (Ekselius y von Knorring, 1998, Lenze
et al., 2000, Bovasso, 2001), como de base inmunoldgica tales como cancer, diabetes, obesidad,
SIDA, colon irritable o artritis reumatoide (Marwick y Kaaya, 2010, Linden et al., 2012, Matcham
etal., 2013, Oladejiy Gureje, 2013, Zhang et al., 2013, Carey et al., 2014). Es destacable la fuerte
conexién que muestra con las patologias cardiovasculares y el estado de salud fisico (Kemp et
al., 2012, Dhar y Barton, 2016). Este hecho, unido a la dificultad en su diagndstico, provoca que
la depresion sea una enfermedad infradiagnosticada e infratratada en porcentajes de alrededor
del 50%, por lo que se han de tomar todas las cifras anteriores con cautela y deducir que el
impacto de esta patologia en la sociedad es incluso mayor de lo que las estadisticas infieren

(European Depression Association, 2016).

1.2.Teorias fisiopatologicas de la depresion

Alrededor de un tercio de los pacientes con trastorno depresivo mayor son resistentes a los
tratamientos convencionales disponibles (Rush et al., 2006a, Mrazek et al., 2014). Esta
necesidad de buscar nuevas dianas farmacoldgicas, unido a la ya mencionada dificultad en el
diagnéstico, provoca el desarrollo de nuevas teorias acerca de la depresion que tratan de verter
luz en el proceso fisiopatoldogico depresivo, aun desconocido. Sin embargo, lejos de ser
excluyentes, estas hipdtesis encuentran nexos en comun y se convierten en complementarias
con la ambicién de aunar las diferentes evidencias de los trastornos depresivos y avanzar hacia

la consecucion de una teoria integradora de todas ellas.

1.2.1 Hipdtesis monoaminérgica
La hipdtesis monoaminérgica tiene su origen en el descubrimiento de los primeros tratamientos
farmacoldgicos frente la depresidn en la década de los 50, fruto de la serendipia. Los compuestos

iproniazida (Crane, 1956) e imipramina (Kuhn, 1958), inicialmente propuestos para el
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tratamiento de la tuberculosis y la psicosis respectivamente, mostraron efectos sobre el estado
de animo que condujeron a ensayos clinicos sistematicos, probando su eficacia como
antidepresivos. Posteriores estudios encaminados a discernir el mecanismo molecular por el
cual actuaban reconocieron a la iproniazida como un inhibidor de la monoaminooxidasa (IMAOQ)
y a la imipramina como inhibidor de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, agrupado
posteriormente dentro de los conocidos como antidepresivos triciclicos (ATC) (Shore y Brodie,
1958, Glowinski y Axelrod, 1964). Ademas, un farmaco capaz de disminuir las reservas de estos
neurotransmisores y tradicionalmente utilizado como antihipertensivo, la reserpina, fue capaz

de inducir sintomas depresivos tras su administracion (Freis, 1954, Burrell, 1956).

Estos descubrimientos y posteriores observaciones relacionadas con las conexiones entre las
monoaminas (serotonina, noradrenalina y dopamina) y los estados de animo, la percepcidny la
cognicién llevaron al desarrollo de la neuroquimica del cerebro y de su papel en diversas
patologias. De esta manera, se postuld que el déficit de los neurotransmisores monoaminérgicos
en la hendidura sinaptica era la principal causa de los trastornos depresivos, constituyéndose

asi la idea central de la hipétesis monoaminérgica (Figura 1).
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Figura 1. Sistemas de neurotransmision relacionados con la hipdtesis monoaminérgica de la depresion.
(Torres et al., 2003). L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina; DA: dopamina; DAT: transportador de dopamina;
Amph: anfetamina; MPP; 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; NA: noradrenalina; NET:
transportador de noradrenalina; 5-HT: serotonina; SERT: transportador de serotonina; MDMA: 3,4-
metilendioximetanfetamina.

A pesar de estas evidencias, numerosos estudios trasladan algo de oscuridad a la exclusiva
veracidad de esta hipodtesis para explicar el fendmeno de tipo depresivo. El principal problema
tedrico que tiene que enfrentar es la contradiccidn entre las varias semanas necesarias para que
los antidepresivos muestren un efecto terapéutico y el tiempo de apenas minutos que tardan

en incrementar los niveles de monoaminas.
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En resumen, a nivel farmacolégico y clinico existen evidencias tanto a favor como en contra de

esta hipdtesis que quedan reflejadas en la Tabla 1.

Evidencia Estado de animo

ATCs: | recaptacién NAy 5-HT )

IMAOs: T depdsitos NA 'y 5-HT )

A favor Reserpina: | almacenamiento NAy 5-HT )

o-metil-tirosina: | sintesis NA \

Metil DOPA: | sintesis NA \

Anfetaminas y cocaina -

En contra Niveles de metabolitos NA y 5-HT: i
= en pacientes e individuos sanos

Tabla 1. Evidencias farmacoldgicas y clinicas a favor y en contra de la hipdtesis monoaminérgica. ATCs:
antidepresivos triciclicos; NA: noradrenalina; 5-HT: serotonina; IMAOs: inhibidores de Ia
monoaminooxidasa; DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina.

Sin embargo, la hipdtesis monoaminérgica no se encuentra en absoluto descartada como parte
de la patologia depresiva y ha servido no sélo para conducir la investigaciéon farmacolégica hacia
una continua mejora en los tratamientos convencionales, sino para focalizar en dos sistemas de
neurotransmision, el de serotonina y noradrenalina, de cuyo hilo conductor aun se deriva gran
parte de la investigacién en el campo de la depresidn. Es mas, continlda representando la base
de los tratamientos existentes en la actualidad y ha contribuido a la mejora en la calidad de vida

de una gran cantidad de pacientes.

1.2.2 Hipdtesis inflamatoria: el sickness behavior

Durante las ultimas dos décadas se ha coleccionado un gran volumen de datos acerca de la

conexion existente entre inflamacidn y depresion.

Desde la primera evidencia de la activacion de linfocitos T en depresién (Maes et al., 1990),
numerosos trabajos muestran un aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las interleuquinas 1 beta y 6 (IL-1B e IL-6) o el
interferén gamma IFN-y (Maes et al., 1997, Mikova et al., 2001, Shelton et al., 2011), proteinas
de fase aguda (Joyce et al., 1992, Cepeda et al., 2016), quimioquinas y moléculas de adhesion
(Rajagopalan et al., 2001, Eyre et al., 2016), ratio proinflamatorio en favor de acidos grasos 6

frente a los ®3 (Peet et al., 1998) y estrés oxidativo subsecuente a la propia inflamacion (Liu et
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al., 2015b). Ademas, la hipdtesis inflamatoria encuentra puntos en comun con la
monoaminérgica ya que estos mediadores inmunes pueden interaccionar con los sistemas de
neurotransmisién de las monoaminas (Zhu et al., 2006) y estimular la via de las kinureninas (que
abordaremos mds adelante) disminuyendo la biodisponibilidad de triptéfano para la sintesis de
serotonina (O' Connor et al., 2009). Es interesante apuntar que dicha inflamacién puede
provenir no sélo de un aumento en todas las moléculas sefialadas, sino que la disminucién en
los mecanismos protectores o reguladores de la misma puede jugar un papel importante,
aunque represente un campo menos explorado (Sutcigil et al.,, 2007, Garate et al., 2013,
MacDowell et al., 2016). Los ultimos metaanalisis publicados no hacen sino reforzar la hipdtesis
inflamatoria para las patologias psiquiatricas, encontrando desequilibrios comunes como el
incremento descrito en todos ellos para la IL-6, ademds de alteraciones en otros parametros

inflamatorios (Khandaker et al., 2014, Goldsmith et al., 2016, Kohler et al., 2017)

Toda esta activacion inmune es capaz de provocar un comportamiento enfermizo conocido
como sickness behavior que comparte muchos sintomas con los cuadros depresivos - anhedonia,
apatia, anorexia, alteraciones en el suefio y fatiga - e incluso cambios neuroquimicos similares a

los ya descritos en ellos (Dantzer et al., 2008) (Figura 2).
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(Firmicutes, Bacteroidetes,

5-HT and monoamines
neurotransmission

Blood Brain Actinobacteria, Protobacteria)
Bacteria com;;ﬂ::;; RYsieniio U L TRP 5-HT receptors
in blood metabolites A3 Vagus nerve signals
(LPS, LBP. 16sRNA) IDO activation Monoamines transporters

Figura 2. Hipdtesis inflamatoria de la depresion. Nrf2: factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2);
PPARYy: receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma; 15-dPGJa: 15-deoxi-A!%14-
prostaglandina J2; DUSP: fosfatasa dual especifica; MAPK: proteina/quinasa activada por mitégenos; p38:
proteina 38; ERK1/2: quinasa reguladora de la sefial extracelular 1/2; JNK: quinasa NHz terminal de c-jun;
MDA: malonildialdehido; 4-HNE: 4-hidroxinonenal; NO2": nitritos; NF-kB: factor nuclear kappa B; LPS:
lipopolisacarido; LBP: proteina de unidn al lipopolisacarido; 16SRNA: subunidad 16S del acido ribonucleico
ribosémico; IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa; 5-HT: serotonina; TRP: triptdfano; M: macréfago; IL:
interleuquina; STAT: transductor de la sefal y activador de la transcripcidn; TF: factor de transcripcion; t-
bet: TF caja T 21; Foxp3: TF caja de horquilla p3; Argl: arginasa I; FOLR2: receptor de folato 2.
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El desequilibrio pro/antiinflamatorio se da tanto a nivel periférico como central y en esta
comunicacién encontramos la estrecha relacidn que guarda esta hipdtesis con el estrés, uno de
los principales implicados en su génesis de la patologia depresiva (Garcia-Bueno et al., 2008a).
La barrera hematoencefdlica se vuelve permeable en determinadas zonas ante eventos
estresantes, permitiendo el eventual paso de moléculas que no pasarian de manera natural
(Madrigal et al., 2002). Las citoquinas actuan en el eje del estrés estimulando la produccidn del
factor liberador de corticotropina (CRF) y pueden desregular el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(HHA) por su accion sobre los receptores de glucocorticoides (GR), provocando la perpetuacion
en la produccién de estimulos inflamatorios (Raison et al., 2006). Pero mas alla de ello, el estrés
también provoca una disfuncién intestinal que abre las uniones intercelulares estrechas del
epitelio intestinal permitiendo el eventual paso de moléculas al torrente circulatorio
(Ponferrada et al.,, 2007, Samak et al., 2010). Este fendmeno denominado como intestino
permeable o “leaky gut” (Bjarnason et al., 1984) podria contribuir a la patologia depresiva ya
que bacterias intestinales o componentes de las mismas podrian suscitar una respuesta inmune
o contribuir a agravar la ya existente. Reforzando esta teoria, en pacientes con depresion se han
detectado niveles de inmunoglobulinas Ay M (IgA e IgM) en plasma especificas frente a especies
bacterianas de origen intestinal (Maes et al., 2008, Maes et al., 2012b) y la descontaminacion
intestinal con antibidticos es capaz de restaurar los niveles de parametros inflamatorios incluso
a nivel cerebral tras una situacion estresante (Garate et al., 2013). Incluso se ha postulado que
una infeccion previa pudiera tener un papel fisiopatolégico en las patologias psiquiatricas

(Benros et al., 2012, Flinkkila et al., 2016).

Otra de las contribuciones principales del estrés al potencial dafo cerebral se produciria a través
de la liberacion de aminodacidos excitadores en distintas areas cerebrales, con especial
intensidad en el coértex prefrontal (Moghaddam, 1993). Dicho fendmeno alcanza
concentraciones capaces de inducir fendmenos de excitotoxicidad y cuyos mecanismos se

detallan en el punto 2.3.3 de la presente Tesis Doctoral.

La comorbilidad de los trastornos depresivos con multitud de enfermedades de base
inmunoldgica refuerza esta relacion periferia-centro (Marwick y Kaaya, 2010, Linden et al., 2012,
Matcham et al., 2013, Oladeji y Gureje, 2013, Zhang et al., 2013, Carey et al., 2014). Entre ellas,
las enfermedades metabdlicas han encontrado en los ultimos afios en el factor de crecimiento
de fibroblastos-21 (FGF-21) a un nuevo regulador metabdlico (Kharitonenkov et al., 2005).
Recientes investigaciones han revelado su induccién por el ejercicio, fdrmacos antidiabéticos,

estrés o inflamacidn (Kim y Lee, 2015) y su relacion con el estrés oxidativo (Gomez-Sdmano et
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al., 2016), posicionandolo junto al resto de su familia de FGF como otro de los posibles puntos
de conexion con enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas (Turner et al., 2016), a pesar de

haber sido descubierto hace mas de una década (Nishimura et al., 2000).

La eterna pregunta que tiene que enfrentar esta hipdtesis descansa en el papel que juega la
inflamacidn en los procesos depresivos: écausa o consecuencia? Los primeros indicios que
pudieran atribuirle causalidad etiolédgica a la activacion inmune llegaron al registrarse casos de
sintomas depresivos en pacientes que estaban recibiendo tratamiento con citoquinas para otras
patologias como el cancer o enfermedades infecciosas (Renault et al., 1987, Janssen et al., 1994,
Musselman et al., 2001, Capuron et al., 2004, Raison et al., 2009, Krueger et al., 2011). Aunque
existen discrepancias al respecto, la gravedad de dichos sintomas ha sido correlacionada
también con la presencia de estos mediadores (Thomas et al., 2005) asi como determinados
polimorfismos se han postulado como indicadores de riesgo a una mala respuesta ante los
antidepresivos o la propia enfermedad (Jun et al., 2003, Yu et al., 2003, Bortolasci et al., 2014).
Incluso las mas recientes especulaciones otorgan un papel evolutivo a la inflamacion en el
incremento de la prevalencia de los trastornos depresivos (Miller y Raison, 2016). Por otro lado,
las monoterapias basadas en antiinflamatorios, arrojan mas sombras que luces sobre la
responsabilidad etiolégica de la inflamacidn como caracteristica transversal a la depresién

(Kohler et al., 2014, Eyre et al., 2015).

Aun con todas estas dificultades, merece la pena seguir investigando en esta direccion ya que la
relacidn entre depresion e inflamacidn estd ampliamente sustentada y con multitud de puntos
de encuentro entre las diferentes hipotesis que baraja su teoria fisiopatoldgica. Por ello, pensar
en tratamientos coadyuvantes que traten de controlar los mediadores proinflamatorios o
estimular la propia capacidad antiinflamatoria del organismo puede representar en
determinados casos la mejora clinica que los antidepresivos convencionales no son capaces de

alcanzar.

1.2.3 Hipdtesis de los factores neurotroficos y neurogénesis hipocampal

La hipdtesis inflamatoria esboza un escenario para los trastornos depresivos cuya potencial
consecuencia pudieran ser procesos neurodegenerativos derivados del dafio celular y tisular. En
sintonia con esta idea, la depresidon se ha relacionado con una disminucién en el volumen,
prioritariamente de materia gris, en regiones de la red prefrontal-limbica implicada en el
procesamiento emocional tales como la corteza prefrontal, la orbitofrontal, la cingulada
anterior, el giro frontal inferior, el estriado, el tdlamo y el hipocampo (Arnone et al., 2012, Bora

et al., 2012, Du et al,, 2012, Lai, 2013). Es esta ultima estructura la que se ha identificado
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tradicionalmente con los procesos depresivos y mas atencién ha registrado debido a sus propias
caracteristicas funcionales, su conexidn con el estrés y la evidencia combinada de los estudios
de resonancia magnética y post-mortem (Rajkowska, 2000, Campbell et al., 2004, Stockmeier et

al., 2004).

No existe ni mucho menos evidencia para situar a la depresion como una enfermedad
neurodegenerativa e incluso encontramos algun estudio que pone en duda la correlacién entre
el volumen hipocampal, la influencia del estrés y el trastorno depresivo (Muller et al., 2001)
aunque se ha explorado la posibilidad de una conexiéon con fenémenos apoptdticos tanto en
pacientes como en modelos animales (Lucassen et al., 2001, Lucassen et al., 2004). Sin embargo,
revisando la literatura observamos cambios en la poblacién glial con el estrés, fenédmenos de
alteracion de la plasticidad y la accidn de los antidepresivos convencionales en el hipocampo
(Tata y Anderson, 2010, Boldrini et al., 2013). Teniendo en cuenta la singularidad de este 4rea
cerebral, capaz de registrar procesos de neurogénesis (Sapolsky, 2004), se planted por qué no
voltear la hipdtesis y pensar que la disminucidn en el volumen pueda estar mas relacionada con
una interferencia en los procesos de génesis del tejido nervioso en lugar de con fendmenos de
neurodegeneracion. Sobre estas bases descansa la hipdtesis de los factores neurotroficos y la

neurogénesis hipocampal.

Las neurotrofinas pertenecen a la categoria de los factores de crecimiento y son moléculas
encargadas de la supervivencia, desarrollo y funcidn de las neuronas. El descubrimiento de la
primera de ellas, el factor de crecimiento nervioso (NFG) en 1951 le valié el Premio Nobel a sus
responsables en 1986 (Levi-Montalcini y Hamburger, 1951). Mas adelante, se agregaron a este
grupo el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) (Barde et al., 1982) y las
neurotrofinas 3 y 4/5 (Maisonpierre et al., 1990, Hallbook et al., 1991). De entre ellas, el BDNF
es el representante mas destacado en la investigacidn en patologias psiquidtricas, incluyendo la

depresion.

En el cerebro adulto humano, los procesos de neurogénesis se producen en la region
subventriculary la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (Eriksson et al., 1998, Curtis
et al., 2003). Su influencia sobre la plasticidad cerebral, asi como su afectacion por eventos
estresantes, han sido ampliamente descritas y, en depresidn y otras patologias psiquiatricas,
numerosos estudios aportan evidencias sobre alteraciones en la actividad del BDNF que lo
postulan como el elemento central de la hipdtesis neurotréfica. La expresion del BDNF se
encuentra disminuida en trastornos depresivos y los tratamientos antidepresivos actian sobre
la sefializacién entre él y su receptor tirosina quinasa B (TrkB) para recuperarla (Yoshimura et
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al., 2007, Matrisciano et al., 2009, Jiang et al., 2015a). Polimorfismos en los genes tanto de BDNF
(entre ellos, el mas estudiado es el val6bmet) como de TrkB se han asociado con la
predisposicién a padecer la patologia (Schumacher et al., 2005, Duncan et al., 2009, Avdoshina
et al., 2013). Se ha propuesto incluso al BDNF en plasma como un marcador de depresion suicida
(Kim et al., 2007b) y la ketamina, una de las moléculas de potencial antidepresivo mas
prometedor actualmente sobre la que profundizaremos en el punto 1.4.1, es capaz de modular
los niveles de BDNF (Autry et al., 2011). En contraposicidn, el incremento de actividad del BDNF
en el nucleo accumbens puede aumentar la susceptibilidad al estrés en el circuito de

recompensa (Russo y Nestler, 2013) (Figura 3).

PFC Hippocampus

TrkB agonists,
SSRIs, SNRIs

Stress
’ ~ - R
inflammation C ecovery

A

Treatment resistant?
t BDNF TrkB antagonists

Nucleus accumbens

Figura 3. Papel del BDNF en la depresion (adaptado de Zhang et al., 2016). PFC: cértex prefrontal; BDNF:
factor neurotréfico derivado del cerebro; TrkB: quinasa del receptor de tropomiosina B; SSRI: inhibidor
selectivo de la recaptacion de serotonina; SNRI: inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina y
noradrenalina.

Desde los aifios 90 y gracias a estudios sobre todo en la corteza visual se comenzaron a descubrir
las implicaciones de las neurotrofinas en la plasticidad neuronal (Lo, 1995). El estrés puede
ocasionar fallos en el procesamiento de la informacidn de determinadas redes neuronales que
podrian estar tras los desdrdenes emocionales (Sandi y Bisaz, 2007). Estos problemas, ademas
de la ya desgranada en cuanto al BDNF, pueden guardar también conexidon con la expresion de
la molécula de adhesién de células neurales (NCAM) implicada en plasticidad, aprendizaje y
memoria. El déficit en la expresién de NCAM tiene como consecuencia sintomas ligados a la
depresion y su induccién propiedades antidepresivas (Stork et al., 1999, Bukalo et al., 2004,

Aonurm-Helm et al., 2008).
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El papel del BDNF como factor integrador del resto de hipdtesis confiere mayor robustez a la
hipétesis neurotréfica y de neurogénesis hipocampal. Las redes moleculares que se extienden
desde el BDNF convergen con alteraciones en la transmisidn serotoninérgica (Frodl et al., 2008),
y las citoquinas proinflamatorias o estimulos inmunes externos como el lipopolisacdrido (LPS)

inhiben la actividad del BDNF (Wu et al., 2012, Zhang et al., 2015).

1.2.4 Hipdtesis mitocondrial: estudios de neuroimagen

Los avances tecnoldgicos en el campo de la neuroimagen como la tomografia por emisién de
positrones (PET) o la reciente tomografia computarizada de emisién monofotdnica (SPECT)
permiten el estudio del metabolismo cerebral y el balance energético in vivo. El registro del flujo
sanguineo cerebral y la tasa metabdlica de glucosa ha identificado irregularidades en depresién
y trastorno bipolar (Strakowski et al., 2000, Moretti et al., 2003, Irwin et al., 2004). La
espectroscopia de resonancia magnética con 3'P (3!P-MRS) habia aportado ya datos acerca de
una posible disfuncidn mitocondrial en enfermedades relacionadas con el estado de animo en
base al andlisis de moléculas implicadas en el balance energético. Se han detectado
disminuciones en el marcador de disfuncidn mitocondrial N-acetilaspartato en pacientes
bipolares aunque no en depresivos (Stork y Renshaw, 2005) y en metabolitos relacionados con
la formacion de ATP y el metabolismo fosfolipidico como fosfocreatinina, nucledsidos trifosfato,
fosfomonoésteres, fosfodiésteres y fosfato inorganico en pacientes con depresion (Kato et al.,

1992, Volz et al., 1998) (Figura 4).

Control Depression

Figura 4. Activacion cerebral diferencial en individuos sanos y pacientes depresivos (adaptado de TMS
Neuro Solutions, 2016).

A pesar de las limitaciones propias de estas técnicas, sobre todo de la escasa resolucion de la
31p-MRS, los indicios indirectos que aportaron y la elevada comorbilidad de los cuadros
psiquiatricos con enfermedades mitocondriales (Fattal et al., 2007) favorecieron una

profundizacién en la implicacion de estos organulos y el balance energético en depresion.

22



Introduccion

Estudios llevados a cabo en células musculares, plaquetas y células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) de pacientes deprimidos mostraron signos de disfuncion mitocondrial
(Gardner et al., 2003, Hroudova et al., 2013, Karabatsiakis et al., 2014). Sin embargo, existe algin
estudio contradictorio y se infiere una posible contaminacién de los resultados por los
tratamientos recibidos por la poblacién de estos estudios. En investigaciones con el modelo de
depresion chronic mild stress (CMS) en roedores, se han recolectado evidencias sobre
alteraciones en la funcién mitocondrial de regiones corticales e hipocampales y una aparente
reversién con el tratamiento antidepresivo (Rezin et al., 2008, Gong et al., 2011, Chen et al.,
2013). Los ultimos estudios trabajando en esta hipdtesis apuntan hacia factores de
vulnerabilidad relacionados, cambios epigenéticos que operan a través del balance energéticoy
hallazgos sobre el acido desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial (Beasley et al., 2006, Aguiar et

al., 2014, McFarquhar et al., 2014).

La hipdtesis mitocondrial es la que menos recorrido temporal lleva y no disponemos de
demasiadas evidencias acerca su veracidad, pero ello no es dbice para que no esté sustentada
sobre bases coherentes de una posible interaccidon con el resto de hipdtesis. Previamente hemos
indicado ya la posible accién de los antidepresivos monoaminérgicos en la restauracion de la
funcién mitocondrial tras episodios estresantes (Scaini et al., 2011, Chen et al., 2013). A ello
tenemos que afiadirle que tanto los procesos pre como post sinapticos tras el tratamiento
crénico con antidepresivos llevan asociada una gran carga energética por lo que la actividad de
las mitocondrias podria estar ligada a la fisiopatologia de la misma. El gasto energético también
guarda una estrecha relacion con los fendmenos de plasticidad y el BDNF podria estar actuando
en la cadena de transporte de electrones favoreciendo la respiracion (Markham et al., 2004).
De una forma mas directa, aunque con escasa evidencia aun, puede conectarse a estos
organulos con los aspectos inflamatorios de la depresion ya que una de las consecuencias de los
mismos es la generacién de estrés oxidativo que la mitocondria debe gestionar (Madrigal et al.,

2001, Lucca et al., 2009b).

1.3. Diagndstico de la depresion

La dificultad en el diagndstico de los trastornos de tipo depresivo radica en su caracter
sindrémico alrededor de unos criterios de ardua delimitacién e identificaciéon en el paciente.
Agregando a este hecho la frecuente presencia de comorbilidades asociadas y la ausencia de
biomarcadores caracteristicos, la depresion ni se diagnostica ni se trata en aproximadamente la

mitad de la poblacién que la padece (European Depression Association, 2016).
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1.3.1 Factores de riesgo

Como casi cualquier enfermedad, la depresidn es el complejo resultado de la interaccidn de
factores genéticos y ambientales. Desgranando un poco mas este rompecabezasy reconociendo
al estrés como el principal desencadenante (Leonard y Song, 1996), las personas que hayan
atravesado situaciones vitales dificiles (pérdida de empleo, bajos ingresos, estrés post
traumatico, conflictos interpersonales, situaciones de duelo, abuso de sustancias...) tienen una
probabilidad mas alta de sufrir esta patologia. Los factores genéticos parecen jugar también un
papel importante no sélo desde el punto de vista de polimorfismos de vulnerabilidad sino desde
que la propia prevalencia de la depresion es mds elevada en mujeres que en hombres (Gabilondo
et al., 2010). Este hecho otorga al sexo un valor diferencial como factor de riesgo asi como lo

tiene la edad de manera directamente proporcional (Mrazek et al., 2014).

La alta comorbilidad de la depresidn con otras enfermedades debe tenerse también en cuenta
como factor de riesgo para el desarrollo de la misma. Ademds, la concurrencia simultanea de
dos patologias complica el prondstico de manera reciproca vy, al tratarse de una enfermedad
crénica, es importante conocer las variables por las que un episodio depresivo agudo puede

perpetuarse en el tiempo (Holzel et al., 2011). (Figura 5)

Neurogenesis

Comorbidities

Stress
(HPA axis)

SSRis SNRIs NDRIs

Monoamines
deficiency

TCAs MAOQIs

Figura 5. Factores de riesgo en la depresion. HPA: eje hipotalamo-hipdfisis adrenal; SSRI: inhibidor
selectivo de la recaptacion de la serotonina; SNRI: inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina y
noradrenalina; NDRI; inhibidor selectivo de la recaptacion de noradrenalina y dopamina; TCA:
antidepresivo triciclico; MAOI: inhibidor de la monoaminooxidasa.
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1.3.2 Criterios diagndsticos del trastorno depresivo mayor

El “Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales”, conocido como DSM,

proporciona la clasificacién de las enfermedades mentales y los criterios diagndsticos de las

mismas. El espectro de trastornos depresivos es amplio y englobados en él podemos encontrar

diferentes manifestaciones. En la Ultima edicidn hasta la fecha del mismo, el DSM-5 (American

Psychiatric Association, 2013), encontramos dentro del apartado trastornos depresivos los

criterios de diagndstico para el trastorno depresivo mayor (MDD) en el que se centra esta tesis

doctoral.

Criterios diagndsticos del trastorno depresivo mayor (MDD)

A. Cinco (o mas) de los siguientes sintomas presentes durante 2 semanas y que

representan un cambio respecto al estado de animo previo: al menos uno de estos

sintomas debe ser (a) estado de animo depresivo o (2) pérdida del interés o placer:

Nota: no incluir sintomas claramente atribuibles a otra condicion médica

a.

Estado de animo depresivo la mayoria del dia, casi cada dia, segun lo indique el
propio sujeto (por ejemplo, se siente triste, vacio, desesperanzado) o la observacién
de otras personas (por ejemplo, parece lloroso). Nota: en nifios y adolescentes el
estado de dnimo puede ser irritable.

Marcado descenso del interés o del placer en todas, o casi todas, las actividades la
mayoria del dia, casi cada dia (indicado por el propio sujeto o por la observacién de
otros).

Pérdida de peso significativa sin estar a dieta o ganancia de peso (por ejemplo,
cambio de mas del 5% del peso corporal en un mes) o disminucién o aumento del
apetito casi todos los dias. Nota: en nifios valorar el fracaso para hacer la ganancia
de peso esperada.

Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

Agitacién o enlentecimiento psicomotores casi cada dia (observable por los demas,
no meras sensaciones de inquietud o enlentecimiento).

Fatiga o pérdida de energia casi cada dia.

Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados (que pueden ser
delirantes) casi cada dia (no sélo remordimiento o culpa por estar enfermo).
Disminucién de la capacidad para pensar o concentrarse, o indecisién, casi cada dia

(ya sea atribucidn subjetiva u observacién ajena)
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i. Pensamientos recurrentes de muerte (no sélo temor a la muerte), ideacidn suicida

recurrente sin un plan especifico o una tentativa de suicidio o un plan especifico

para suicidarse.

B. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro en las areas

sociales, ocupacionales, u otras importantes del funcionamiento.

C. El episodio no es atribuible a los efectos fisioldgicos de una sustancia o a otra

enfermedad médica.

Nota: Criterios de A-C representan un episodio depresivo mayor.

Nota: Las respuestas a una pérdida significativa (por ejemplo, pérdida, ruina econémica,

las pérdidas por un desastre natural, una enfermedad grave o discapacidad) pueden

incluir los sentimientos de intensa tristeza, reflexion sobre la pérdida, insomnio, falta de

apetito y pérdida de peso sefialados en el Criterio A, que puede parecerse a un episodio

depresivo. Aunque tales sintomas pueden ser comprensibles o se consideren apropiados

para la pérdida, la presencia de un episodio depresivo mayor, ademds de la respuesta

normal a una pérdida significativa debe ser considerada cuidadosamente. Esta decision

requiere inevitablemente el ejercicio del juicio clinico basado en la historia del individuo

y las normas culturales para la expresion de angustia en el contexto de la pérdida.

D. La apariciéon del episodio depresivo mayor no se explica mejor por un trastorno

esquizoafectivo, esquizofrenia, trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, u otro

del espectro esquizofrénico especificadas y no especificadas y otros trastornos

psicoticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o un episodio de hipomania. Nota: Esta exclusion

no es aplicable si todos los episodios maniacos o hipomania son inducidos por sustancias

o son atribuibles a los efectos fisioldgicos de otra enfermedad médica.

1.4. Tratamientos disponibles para la depresion

A pesar de la existencia de un tercio de pacientes que no parecen responder a los farmacos

convencionales (Mrazek et al., 2014), actualmente hay multitud de tratamientos para, tanto en

solitario como combinados, combatir y paliar los sintomas de la depresién. Dada la magnitud en

salud publica de la enfermedad, el esfuerzo por mejorar los ya disponibles y buscar nuevas

alternativas hace que el nimero de ensayos clinicos y la inversion de la industria farmacéutica

sean muy elevados, por lo que no es raro encontrar nuevos compuestos saliendo al mercado

para su tratamiento, en ocasiones, de eficacia contrastada Unicamente en casos especificos y

para los que la fase IV del ensayo clinico determinara su validez para la poblacién general. Por
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ello, nos centraremos en describir las terapias mas consolidadas para paliar los sintomas de la

depresion.

1.4.1 Fdrmacos antidepresivos

Los fdrmacos clasicos para el tratamiento de la depresiéon estdn basados en la hipétesis
monoaminérgica por lo que tratan de reestablecer los niveles de estos neurotransmisores en la
hendidura sinaptica a través de distintos mecanismos. Distinguimos dos generaciones, la
primera gobernada por los pioneros para el desarrollo de esta teoria, los antidepresivos
triciclicos (ATCs) y los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAOs), y una segunda
caracterizada por la inhibicion selectiva de los recaptadores de la serotonina (ISRSs) o
combinando de forma dual esta inhibicion selectiva con la de los recaptadores de noradrenalina
(IRSNs). A modo de resumen, podemos ver a los principales representantes de cada grupo y un

esquema de la farmacodinamia de los mismos en la Figura 6.
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MAOIs

= No selectives: fenelzine, iproniazide,
isocarboxazide, nialamide, tranilcipromine*.

= A type: moclobemide*

= B type: selegiline®

TCAs: amineptine, amitriptiline*, amoxapine,
clomipramine*, desipramine, doxepine, dotiepine,
imipramine*, maprotiline*, nortriptiline*,
tianeptine*, trimipramine*

SSRIs: citalopram*, escitalopram*, fluoxetine*,
fluvoxamine®, paroxetine*, sertraline*

NRIs: atomoxetine*, maprotiline*, reboxetine*
SNRIs: duloxetine*, milnacipram,
venlafaxine*/desvenlafaxine*

NDRIs: bupropion*

SPARIs: trazodone* (5-HT,,), vilazodone (5-
HT ), vortioxetine* (multi 5-HT agonist)

Receptor agonists/antagonists: agomelatine*
(MT agonist), mianserine* (a;, a,, SHT,4, SHT 5,
H1 antagonist), mirtazapine* (a,, SHT,a, 5SHT ¢,
H1 antagonist)

* comercializados en Espafia

Figura 6. Mecanismos de accion y clasificacion de los antidepresivos disponibles actualmente contra la
depresion (adaptado de Belmaker y Agam, 2008, Otte et al., 2016). MAO: monoaminoxidasa; MAOI:
inhibidor de la monoaminooxidasa; TCA: antidepresivo triciclico (marcado con #); SSRI: inhibidor selectivo
de la recaptacién de la serotonina (marcado con *); NRI: inhibidor selectivo de la recaptacién de
noradrenalina (marcado con *); SNRI: inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina y noradrenalina
(marcado con ); NDRI; inhibidor selectivo de la recaptacion de noradrenalina y dopamina (marcado con
1); SPARI: agonista parcial de serotonina e inhibidor de su recaptacién (marcado con **); 5-HT: serotonina;
5-HTyx: receptor de serotonina “x”; MT: receptor de melatonina; o.: receptor alfa adrenérgico (marcado
con #), H1: receptor de histamina.

Como muestra el ultimo informe de la Agencia Espafiola de Alimentos y Productos Sanitarios
(AEMPS), la prescripcion clinica de los farmacos antidepresivos se encuentra practicamente
monopolizada por los antidepresivos de segunda generacién quedando los de primera para los
pacientes no respondedores al tratamiento o situaciones especiales de comorbilidad con otras

patologias donde puedan también ser eficaces (AEMPS, 2014). (Figura 7)
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Figura 7. Consumo de antidepresivos en Espafia (adaptado de AEMPS, 2014). AD: antidepresivo; MAOI:
inhibidor de la monoaminooxidasa; SSRI: inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina; TCA:
antidepresivo triciclico.
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a  Antidepresivos de primera generacion: ATCs e IMAOs

Los antidepresivos triciclicos (ATCs) y los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAOs) fueron
los primeros fdrmacos para el tratamiento de la depresién cuyo descubrimiento fortuito se dio
en los afios 1950s (Crane, 1956, Kuhn, 1958). A pesar de resultar coetaneos, presentan un

mecanismo de accion diferente.

Se desconocen completamente todos los mecanismos sobre los que actian los ATCs, pero su
accién antidepresiva se cree fundamentalmente mediada por su potente inhibiciéon de los
recaptadores de noradrenalina y serotonina (Tatsumi et al., 1997). Sin embargo, la escasa
selectividad de esta familia de compuestos hace que ejerzan acciones sobre otros tipos de
receptores poseyendo también una probada funcion anticolinérgica y antihistaminica (Cusack
etal., 1994). Como consecuencia, el perfil de efectos adversos que poseen es extenso y complejo
por lo que se reserva su prescripcion Unicamente para los pacientes no respondedores de

depresion y a dosis reducida (Furukawa et al., 2002).

Los IMAOs actian bloqueando la enzima de degradacién de las monoaminas, la
monoaminooxidasa (MAOQ), para incrementar su concentracion y efectos post sindpticos. Dos
propiedades fundamentales clasifican a estos farmacos: la selectividad y la reversibilidad. Por su
selectividad, encontramos dos tipos de IMAOs capaces de inhibir las isoformas A o B humanas
que poseen especificidad por determinados sustratos y diferencias en su localizacién. La MAO-
A desamina la serotonina, melatonina, noradrenalina y adrenalina mientras que la MAO-B se
encarga de la feniletilamina y la benzilamina. Ambas MAOs degradan la dopamina, la tiraminay
la triptamina y su distribucidn tisular es diferente, encargandose la MAO-A, con presencia
también en el SNC, principalmente de los drganos periféricos higado, tracto gastrointestinal y
placenta y dominando la MAO-B las acciones en el cerebro aunque encontrandose también en
sangre y plaguetas (Shulman et al., 2013). La reversibilidad es otro aspecto a tener en cuenta en
los IMAOs. Los primeros en aparecer se unian al sustrato de manera covalente y, por lo tanto,
irreversible, provocando un efecto sostenido en el tiempo hasta la renovacién de la enzima cada
dos semanas. Otros mas modernos son capaces de hacerlo reversiblemente en un equilibrio de
concentraciones entre farmaco y enzima (Fowler et al., 2010) relacion que parece gobernar
también la selectividad (Finberg y Gillman, 2011). Como consecuencia de todas estas
caracteristicas, las complicaciones que pueden derivarse del uso de los IMAOs pueden ser muy
peligrosas y quedan reservados para los casos mas graves. Su uso es incluso menor al de los ATCs
debido a los efectos adversos como crisis hipertensivas y a las multiples interacciones con otros

farmacos o con la dieta, aunque en los ultimos afios se estan acometiendo esfuerzos en
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investigacion por disefiar nuevas formulaciones farmacéuticas que constituyan una alternativa
mas segura para pacientes con problemas de adherencia al tratamiento o con ausencia de

respuesta al mismo (Cohen y Sclar, 2012).

b  Antidepresivos de segunda generacion: ISRSs, IRSNs

La segunda generacion de antidepresivos surgié como evolucién de la primera para tratar de
reducir sus efectos adversos. En un principio se creia que venian provocados por la accion de los
ATCs sobre los recaptadores de noradrenalina. Tras casi una década de investigacidn, Berntsson
et al. (1972) patentaron la zimelidina, el primer ISRS comercializado en 1982 y prematuramente
retirado del mercado un afio mds tarde por la aparicion de casos del sindrome de Guillain-Barré
asociados a su consumo (Fagius et al., 1985). Fue el pistoletazo de salida al desarrollo y
comercializacién de los ISRSs tales como fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram y
escitalopram entre 1987 y 2003 y, un poco después, los IRSNs duloxetina, venlafaxina y
desvenlafaxina entre 1995-2008. La creacién de este Ultimo grupo responde a la hipétesis de
que los pacientes no respondedores a los ISRSs podrian hacerlo a los IRSNs, situacidon que no ha
sido probada en su totalidad (Rush et al., 2006b, Lam et al., 2010, Signorovitch et al., 2011). A
pesar de ello, los ISRSs e IRSNs ostentan casi desde su origen la primera linea en el tratamiento

de la depresién por ser los farmacos mas seguros y eficaces disponibles (AEMPS, 2014).

o Ultimos avances en farmacoterapia

La urgente necesidad de encontrar tratamientos mas efectivos frente al trastorno depresivo
hace que una enorme cantidad de nuevas moléculas se encuentren en desarrollo como farmaco
en sus distintas fases, alcanzando algunas su comercializacién. No sélo de la creacién de novo se
esta sirviendo la industria, si no del reciclaje de medicamentos destinados al tratamiento de
otras patologias y ante los que los nuevos avances en el conocimiento de la fisiopatologia vierten

esperanzas sobre posibles efectos antidepresivos.

Para el grupo conocido como antidepresivos atipicos, la hipdtesis monoaminérgica continua
siendo su diana farmacoldgica bien a través de acciones en transportadores, receptores o
combinaciones de las mismas. Entre ellos destaca el bupropion cuyo mecanismo de accién
parece estar relacionado con una inhibicion débil de la receptacién de noradrenalina y dopamina
y que parece reportar menos efectos secundarios sobre la funcidn sexual (Sayuk et al., 2011). La
mirtazapina es un inhibidor débil de la receptacion de adrenalina, bloquea los receptores o,
adrenérgicos y algunos subtipos de receptores de serotonina, y ha demostrado también su
eficacia normalizando pardmetros relacionados con la hipdtesis inflamatoria (Gupta et al.,
2016). Los principales efectos adversos descritos son la ganancia de peso y la sedacidn (Fava et
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al.,, 2001). Trazodona y nefazodona antagonizan el receptor de serotonina 5-HT, e inhiben
débilmente los recaptadores de serotonina y noradrenalina y son eficaces, aunque provocan
dolor de cabeza y somnolencia (Baldwin et al., 2001). Un inhibidor selectivo pero de la
recaptacion de noradrenalina, la reboxetina, se ha utilizado como antidepresivo desde hace casi
20 afos y existen investigaciones que refrendan su eficacia (Papakostas et al., 2008), aunque
recientes estudios lo sefialan como ineficaz y peligroso por sus efectos secundarios (Eyding et
al.,, 2010). Por ultimo, cabe destacar la vortioxetina y la vilazodona por su novedad y un
sofisticado perfil de accidn. El primero, ademds de inhibidor selectivo de la receptacion de
serotonina, es antagonista 5-HTip, 5-HTsa y 5-HT7 y agonista parcial 5-HT1a y 5-HT1s (Boulenger
et al., 2014). La vilazodona por su parte, es un agonista parcial de serotonina e inhibidor de su
recaptacion (SPARI), que fue aprobado para el tratamiento de la depresion por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en 2011 (Laughren et al., 2011). Un
caso curioso es la agomelatina que entronca parte de la hipdtesis monoaminérgica (es
antagonista 5-HT,c) con la relacién existente entre la depresidon y alteraciones en los ritmos
circadianos y del suefio (agonista de los receptores de melatonina MT1 y MT2). Su prescripcion
es aun muy discutida ya que provoca un incremento transitorio muy elevado en enzimas

hepaticas, motivo por el que se encuentra prohibido en Estados Unidos (Howland, 2011).

Uno de los retos que ha de afrontar la farmacoterapia es la rebaja en los tiempos de espera para
que los antidepresivos empiecen a ser efectivos (estimada en alrededor de 2 semanas) y que es
motivo del abandono de los mismos o, mds grave aun, de la ausencia de control sobre las
depresiones con ideaciones suicidas. En este contexto, surge la investigacion sobre los
denominados antidepresivos de accidn rapida basados en la neurotransmision glutamatérgica
como elemento central de todas las hipodtesis fisiopatoldgicas a partir del estrés (Mathews et al.,
2012), como se explica en el punto 2.4 de la presente Tesis Doctoral. El maximo representante
es la ketamina, que antagoniza los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). Su eficacia frente a
la depresion registra un rapido rango de accién inicidandose en las primeras 48 horas (incluso en
apenas horas) y manteniéndose los efectos al menos una semana (Zarate et al., 2006). A pesar
de ello, su conocido perfil como droga de abuso hace que sea insostenible su aplicacion
sistematica como antidepresivo (Morgan y Curran, 2012). Un reciente estudio puede resultar
revolucionario para el desarrollo de los farmacos de accién rapida ya que ha identificado a un
metabolito de la ketamina, la (2R,6R)-hidroxinorketamina, como responsable de los efectos
antidepresivos de esta droga sin presentar efectos adversos. Actuaria independientemente de

la inhibicién de los receptores NMDA vy ejerceria sus acciones mediante la activacion sostenida
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de los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico (AMPA) (Zanos et

al., 2016).

Los recientes avances y evidencias que sustentan las diferentes hipdtesis de la depresién y que
la relacionan con procesos fisioldgicos para los que ya existen farmacos seguros han abierto la
puerta a su reciclaje para la terapia antidepresiva, la mayoria de las veces propuestos como
terapias coadyuvantes en una administracién concomitante junto a los antidepresivos
convencionales. Asi, encontramos moduladores del eje HHA como la mifepristona (Flores et al.,
2006), suplementos de acidos grasos ®-3 (Ginty y Conklin, 2015), celecoxib y etanercept como
compuestos antiinflamatorios (Tyring et al., 2006, Abbasi et al., 2012) y antipsicdticos como

olanzapina y quetiapina (Komossa et al., 2010).

Toda esta ingente cantidad de potenciales sustancias antidepresivas obedece al
desconocimiento de la fisiopatologia depresiva en su totalidad y a un factor capital en su
desarrollo: la vulnerabilidad interindividual tanto a la enfermedad como a la respuesta al tipo
de farmaco. Por ello, la farmacogendmica puede ser la piedra angular sobre la que se construya

el futuro del tratamiento de la depresion.

1.4.2 Métodos fisicos

Los métodos de base fisica se reservan para los casos de depresidn mds graves y en pacientes
que no responden al tratamiento farmacoldgico, encontrandose aun muchas de ellas debido a

su novedad en fases de desarrollo y evaluacion.

La terapia electroconvulsiva se ha revelado como quiza la técnica mas efectiva para combatir la
depresion hasta el punto en el que es el tratamiento de primera linea para los subtipos suicida
y psicética gracias a su rapidez de accion y la prevencion de recaidas (Kellner et al., 2006). La
disfuncidn de memoria y el estigma asociado son sus grandes defectos. Existen evidencias
prometedoras en otras técnicas, pero se encuentran aun todas ellas en fase de evaluacion.
Aungque inicialmente disefiado para hacer frente a la epilepsia, la estimulacién del nervio vago
parece mostrar también efectos antidepresivos (Martin y Martin-Sanchez, 2012). Situaciones
similares se dan con la estimulacién magnética transcraneal (Berlim et al., 2013) y su variante
de radiacion theta con implicaciones en plasticidad (Li et al., 2014a), la incipiente terapia

magnética (Fitzgerald et al., 2013) o la estimulacidn cerebral profunda (Schlaepfer et al., 2013).

1.4.3 Psicoterapias

Las psicoterapias conforman una parte esencial en el tratamiento de la depresién en la vida

adulta. Numerosos estudios en las Ultimas dos décadas muestran la eficacia real de diferentes
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variedades de ellas como la terapia cognitivo-comportamental, la interpersonal, la de activacién
del comportamiento, la de resolucién de problemas, la de consejo indirecto o la psicodindmica
(Gloaguen et al., 1998, Cuijpers et al., 2007, Driessen et al., 2010, Cuijpers et al., 2011, Cuijpers
et al.,, 2012, Cuijpers et al., 2013, Ekers et al., 2014). Incluso alglin estudio correlaciona la
psicoterapia con la disminucidn de parametros fisioldgicos inflamatorios (Moreira et al., 2015).
Una de las principales criticas hacia las psicoterapias es su inefectividad en el corto plazo aunque
existen investigaciones que lo ponen en duda y la equiparan a la de la farmacoterapia (Barth et

al., 2013).

Aunque se alejan de los objetivos de esta Tesis Doctoral, se ha creido mds que conveniente
mencionarlas ya que existe evidencia suficiente para valorar su aplicabilidad y resultados en el
tratamiento de la depresion. Probablemente la respuesta definitiva a su curacion esté mucho
mas cerca de un esfuerzo de cooperaciéon multidisciplinar y de una terapia combinada entre las

diferentes disciplinas que convergen en esta patologia (Cuijpers et al., 2014).
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2.El estrés y la enfermedad mental

2.1.El estrés como desencadenante de patologias psiquiatricas

El término estrés proviene del vocablo anglosajén “stress” que significa tensidon. La transicidn
desde el campo de la fisica, donde lo introdujo Robert Hooke en el siglo XVII, al de la medicina
la llevo a cabo Hans Selye en 1936 al definir el Sindrome General de Adaptacién (Selye, 1936).
En él, Selye describia una respuesta del organismo en tres fases ante un estimulo

potencialmente nocivo.

En la primera, a la que llamé fase de alarma, el organismo percibe el peligro y pone en marcha
los mecanismos necesarios para la resolucién de la situacién mediante la secrecion de
adrenalina y glucocorticoides (GCs), ambas moléculas de accion rapida. Tras este primer
contacto vendria la fase de resistencia donde el organismo, gracias a los cambios
desencadenados en la fase de alarma, ya se encuentra focalizado para hacer frente al peligro,
desatendiendo incluso otras funciones fisioldgicas. Finalmente, si el estimulo no ha sido
neutralizado y persiste, se sobrepasa el umbral de la fase de resistencia alcanzandose la fase de
agotamiento. En este punto el organismo ha sido incapaz de sobreponerse a la situacion
estresante y ha agotado sus reservas energéticas, tratando de poner de nuevo en marcha la fase
de alarma y con consecuencias fatales que propician el desarrollo de patologias debido a una

mala adaptacion e incluso pueden llevar a la muerte (Figura 8).
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Figura 8. Fases del Sindrome General de Adaptacion: alarma, resistencia y agotamiento.
El estrés representa pues una respuesta de lucha o huida (fight or flight, segun el creador del
término, Walter Cannon (1929a)) para el individuo que no es mas que una adaptacion necesaria
para superar la amenaza presente o poder huir de ella. Todos los cambios fisioldgicos que se
derivan de la puesta en marcha de la fase de alarma preparan al organismo para facilitar la

deteccion del peligro y dirigir el balance energético hacia su afrontamiento. Estamos pues, ante
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una reaccion totalmente necesaria para la supervivencia pero que, de sostenerse en el tiempo

puede acarrear graves consecuencias.

Asi, distinguimos dos tipos de estrés segun su resolucidon que provocaron la actualizacién de su
definicion (Selye, 1975). El estrés positivo o eustrés seria aquel cuyo proceso resolutivo es bien
completado por el organismo y lleva a un nuevo equilibrio homeostatico que puede incluso
reportar beneficios. En el lado contrario se sitla el distrés, representando una adaptacion

deficiente al estimulo estresante que puede representar el origen de enfermedades.

La actualizacién en la definicién no termindé de plasmar la realidad ya que posteriores
descubrimientos evidenciaron que la respuesta general de adaptacidon no siempre se desarrolla
de manera estereotipica sino que las respuestas fisioldgicas dependen del tipo e intensidad del
estimulo estresante, de la vulnerabilidad del individuo frente a los mismos y de la etapa del
desarrollo en la que se produzcan ya que modifican la plasticidad neuronal (McEwen y Morrison,
2013). Incluso se ha asociado al sexo masculino la respuesta fight or flight y al femenino otra

mas del tipo “proteger-empatizar” (tend-befriend) (Taylor et al., 2000).

Estas investigaciones provocaron que la definicidon de estrés se volcase mas en el fenémeno de
adaptacion del organismo al desafio estresante. Asi, el estrés, que puede ser fisico, psicoldgico
o mixto, desencadena dos mecanismos: la homeostasis y la alostasis. La homeostasis es el
equilibrio dindmico de autorregulacion corporal que permite el mantenimiento de los
pardmetros bioldgicos dentro de unos limites donde desempefiar sus funciones con normalidad
(Cannon, 1929b) y la alostasis seria el proceso activo por el que el cuerpo responde a estimulos
diarios y mantiene dicha homeostasis (Sterling y Eyer, 1988). La diferencia entre ambos la
ejemplifica Robert Sapolsky en su popular libro “éPor qué las cebras no tienen Ulcera?”

(Sapolsky, 1998):

“La homeostasis es la regulacion del cuerpo hacia un equilibrio, mediante ajuste a un unico punto
como el nivel de oxigeno, la glucosa o el pH sanguineos. Por ejemplo, si una persona caminando
por el desierto tiene calor, el cuerpo comenzard a sudar y rdpidamente se deshidratard. La
alostasis es la adaptacion con el objetivo de un balance mucho mds dindmico. En la
deshidratacion, la sudoracion sélo ocurre como una pequefia parte del proceso con otros muchos
sistemas adaptando también su funcionamiento tanto para reducir el uso de agua como para
apoyar la variabilidad de otros sistemas que estdn cambiando para ayudarle. En este caso, los
rifiones reducen la produccion de orina, las membranas mucosas de boca, nariz y ojos se secan,

el flujo de orina y sudor disminuye, la liberacion de hormona antidiurética incrementard y las
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venas y arterias se contraerdn para mantener la presion sanguinea con un pequefio volumen de

sangre.”

Si la situacidn estresante se cronifica y no se puede gestionar bien por exceso o por defecto de
la capacidad de respuesta del organismo se convierte en carga o sobrecarga alostatica y es el
origen de multitud de enfermedades (McEwen, 1998). Esto en el ser humano adquiere una
importancia capital ya que nuestra propia naturaleza ha desafiado a nuestro disefio biolégico y
hace que seamos capaces de generarnos estrés de tipo psicolégico antes de que se produzca el
propio estimulo y que, ademas, seamos capaces de revivirlo cuantas veces sea necesario a
posteriori. La propia naturaleza humana contribuye pues de manera capital a la comprension de

la cronicidad del fendmeno del estrés y convertirlo en foco de una alostasis deficiente.

Dentro de las enfermedades provocadas por el estrés, las mentales adquieren gran relevancia
hasta el punto de que la mayoria de ellas pueden relacionarse causalmente con eventos
estresantes (Leonard y Song, 1996). Esto se explica, ni mds ni menos, por nuestra propia biologia
y la existencia de un eje HHA encargado de regular la respuesta al estrés y cuyos mediadores
son moléculas neuroendocrinas con capacidad de sefializar en el sistema nervioso central (SNC)
especialmente en zonas directamente relacionadas con el procesamiento emocional y la
cogniciéon como el hipocampo y la corteza prefrontal (Sapolsky, 1996). La modulacién del
sistema inmune, de los sistemas de neurotransmision y de la plasticidad sinaptica provocada por
el estrés contextualizan los elementos comunes subyacentes a las patologias psiquiatricas
(McEwen y Morrison, 2013). Como ha sido sefialado previamente, la cronicidad del estrés sera
la carga alostatica, sostenida en la especie humana en multitud de ocasiones por el estrés
psicoldégico y responsable en ultima instancia de la prevalencia de las enfermedades mentales
en la sociedad moderna. De hecho, en la clinica se utilizan escalas para medir el estrés, como la
escala de estrés percibido (PSS) (Cohen et al., 1983) (Tabla 2), en las que puntuar alto se
relaciona con la aparicién del trastorno depresivo mayor al mes o a los dos meses (Kendler et

al., 1999).

A Muy a

menudo  menudo

1. En el ultimo mes, écon qué frecuencia ha

estado afectado por algo que ha ocurrido 0 1 2 3 4
inesperadamente?
2. En el dltimo mes, écon qué frecuencia se
ha sentido incapaz de controlar las cosas 0 1 2 3 4

importantes en su vida?
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3. En el ultimo mes, écon qué frecuencia se
ha sentido nervioso o estresado?

4. En el ultimo mes, écon qué frecuencia ha
manejado con éxito los pequeiios 0 1 2 3 4
problemas irritantes de la vida?

5. En el dltimo mes, écon qué frecuencia ha
sentido que ha afrontado efectivamente los
cambios importantes que han estado
ocurriendo en su vida?

6. En el dltimo mes, écon qué frecuencia ha
estado seguro sobre su capacidad para 0 1 2 3 4

manejar sus problemas personales?

7. En el Gltimo mes, écon qué frecuencia ha
sentido que las cosas le van bien? 0 1 2 3 4

8. En el ultimo mes, écon qué frecuencia ha

sentido que no podia afrontar todas las 0 1 2 3 4
cosas que tenia que hacer?

9. En el dGltimo mes, écon qué frecuencia ha

podido controlar las dificultades de su vida?

10. En el ultimo mes, écon que frecuencia
se ha sentido que tenia todo bajo control?

11. En el dltimo mes, écon qué frecuencia
ha estado enfadado porque las cosas que le 0 1 2 3 4

han ocurrido estaban fuera de su control?

12. En el dltimo mes, écon qué frecuencia
ha pensado sobre las cosas que le quedan 0 1 2 3 4

por hacer?

13. En el dltimo mes, écon qué frecuencia

ha podido controlar la forma de pasar el 0 1 2 3 4
tiempo?

14. En el dltimo mes, écon qué frecuencia

ha sentido que las dificultades se acumulan 0 1 2 3 4
tanto que no puede superarlas?

Tabla 2. Escala de estrés percibido PSS (version espafiola). Las preguntas en esta escala hacen referencia
a sus sentimientos y pensamientos durante el ultimo mes. En cada caso, por favor indique con una “X”
como usted se ha sentido o ha pensado en cada situacion. Puntuacion total de la PSS:

a) invertir las puntuaciones de los items 4, 5,6, 7,9, 10y 13 (0=4, 1=3, 2=2, 3=1y 4=0)

b) sumar los 14 items.

A mayor puntuacidn, mayor nivel de estrés percibido.

2.2.El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA)
Estructuras tanto centrales como periféricas conforman el eje del estrés o eje HHA. Aunque las
principales se encuentran en el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), el I6bulo anterior
de la glandula pituitaria y la glandula suprarrenal, hemos de sefialar a otras fundamentales en
su regulaciéon como el sistema nervioso auténomo (simpatico y parasimpatico) o las neuronas

noradrenérgicas de la médula espinal (Smith y Vale, 2006).
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La respuesta al estrés puede ser desencadenada por diferentes estructuras de las que el
hipotdlamo recibe aferencias: la médula espinal, la lamina terminal, nidcleos hipotaldmicos y el
sistema limbico. Las tres primeras tienen una relacion directa con la deteccién de desviaciones
homeostaticas, es decir, estresores de tipo fisico. Sera el sistema limbico (corteza prefrontal,
amigdala e hipocampo) el que gestione los de tipo psicolégico mediante la deteccién por los
sistemas sensoriales o su evocacion por recuerdos que produce una activacién neuronal cortical
que se propaga al sistema limbico, donde se liberan noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) y
acetilcolina (ACh). Sea cual fuere la inervacién aferente estimulada, la accion de estos
neurotransmisores sobre el area dorsomedial parvocelular del PVN induce la produccion de la
CRF, la molécula central en la coordinacion de la respuesta al estrés (Guillemin y Rosenberg,
1955). El CRF viaja desde la eminencia media hipotalamica hasta la hipdfisis anterior por el
sistema venoso portahipofisiario (Ohtani et al., 1987). Las células corticotropas presentes en
esta estructura reaccionan produciendo proopiomelanocortina (POMC) que, tras su
procesamiento, genera la hormona adrenocorticotropa (ACTH), B-endorfina y la hormona
estimulante de melanocitos alfa (MSH-a) (Cawley et al., 2016). De las células parvocelulares
también se libera vasopresina que actua sinérgicamente con el CRF sobre la liberacion de la
ACTH (Mouri et al.,, 1993). La ACTH se libera a circulacidon sistémica y alcanza las zonas
fasciculada vy reticular de la corteza adrenal para estimular la liberacién de GCs. Las células
cromafines de la medula adrenal, a su vez, se encuentran sintetizando catecolaminas debido a
la activacidon simpatica provocada por el estrés por conexiones con el nucleo del tracto solitario
(Schwaber et al., 1982). Los GCs y las catecolaminas son conocidas como las “hormonas del
estrés” y se encargan de ejercer las acciones fisioldgicas necesarias para redirigir el flujo
energético hacia la disposicidn del cuerpo para afrontar la situacién estresante. Los responsables
de reestablecer la situacién inicial mediante un mecanismo de feedback negativo son los GCs a
través de sus receptores sobre todo en la hip&fisis, el hipocampo y la corteza prefrontal (Axelrod

y Reisine, 1984) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HHA)

Sila respuesta es adaptativa, la resolucidn de la situacion estresante serd correcta y el organismo
habrd superado el desafio de forma satisfactoria. Los mecanismos y acciones de las hormonas
del estrés son tan potentes y criticas encaminadas a sobrevivir ante el estresor que no es de
extrafiar que cualquier desregulacidon o activacidon crdénica del mismo tenga consecuencias

nefastas para el individuo y pueda suponer el desarrollo de patologias.

2.3.El estrés y la inflamacién

El nexo entre estrés e inflamacién queda patente al comprender al primero como mecanismo
de adaptacion siendo su principal funcién redirigir el balance energético hacia los sistemas
necesarios para superar el desafio, dejando momentaneamente desatendidas otras funciones
innecesarias en el momento como la inmune. No en vano, los GCs, una de las principales
moléculas involucradas en el estrés, han sido considerados desde su descubrimiento como las
moléculas antiinflamatorias mas potentes (Hench et al., 1950). Aunque esta situacién podria
continuar teniendo validez a nivel periférico, los ultimos 20 afos de investigaciones en el SNC
han tirado por tierra la percepcién del cerebro como érgano inmunoprivilegiado y apuntan hacia
una realidad tan diferente como opuesta. La influencia de la cronicidad y el tipo de estrés
psicolégico parecen encontrarse tras las reacciones inflamatorias que se registran en el SNC,
englobadas bajo el concepto de neuroinflamacidn, donde incluso los GCs podrian presentar
propiedades proinflamatorias, en lo que se denomind “paradoja glucocorticoidea del estrés”
(Garcia-Bueno et al., 2008a, Sorrells et al., 2009). Ademas, la permeabilidad transitoria de la
barrera hematoencefalica tras la exposicion a estrés permite el paso de mediadores
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inflamatorios a su través estableciendo una conexién entre periferia y SNC (Madrigal et al.,
2002). Por otro lado, la comunicacién bidireccional intestino-cerebro explica a nivel periférico la
conexién atribuida a las enfermedades gastrointestinales con el estrés y la inflamacién (Hart y

Kamm, 2002) y serd analizada en profundidad en la seccidon 4.2.

2.3.1 Los glucocorticoides (GCs) y la inflamacion: una realidad dual

Los glucocorticoides (GCs) reciben su nombre debido a sus acciones sobre el metabolismo
glucidico para permitir al organismo disponer de energia en la respuesta al estrés, aunque
también poseen funciones cardiovasculares, inmunes y comportamentales ademds de las
metabdlicas ya mencionadas. En circunstancias fisioldgicas normales, los GCs se encuentran en
plasma unidos en un 90% a la globulina fijadora de corticosteroide (CBG) (aunque una pequefia
parte puede hacerlo a la albumina) que los mantiene inactivos e incluso parece poder tener
implicaciones en su liberacién en el sitio de accidon adecuado (Klieber et al., 2007). Junto a los
mineralocorticoides, los GCs conforman el grupo de los corticosteroides, hormonas esteroideas
producidas en la corteza adrenal que por sus propias caracteristicas bioquimicas pueden difundir
libremente a través de la membrana plasmatica hasta unirse a sus receptores citoplasmaticos y
translocar al nucleo para ejercer su accion transcripcional sobre el genoma. Este constituye el
mecanismo de accién gendmico o lento y depende de la accion de los GCs sobre dos tipos de
receptores: los de mineralocorticoides (MR) y los de glucocorticoides (GR). Tras la unién con su
ligando, homodimerizan y se desprenden de las proteinas de choque térmico (Hsp)
permitiéndose su entrada en el nucleo (Cadepond et al., 1991). Alli, los MR y los GR reconocen

secuencias especificas del genoma y desarrollan distintos efectos transcripcionales.

La respuesta ante GCs responde a un patrén en forma de U invertida donde en condiciones
basales se registra una respuesta fisiolédgica beneficiosa y tanto niveles inferiores como
superiores pueden provocar efectos opuestos adversos. Esto se explica en su mayoria como
consecuencia de la afinidad de los GCs por cada uno de los dos tipos de receptores, siendo 10
veces mas alta por los MR que por los GR. Por ello, en condiciones basales existe una mayor
ocupacion de los MR y, a medida que se incrementa la concentracidn de GCs, se activaran los
GR. En el lado opuesto, niveles deficientes de los mismos resultan en una actividad insuficiente
de los MR. Este patrén de respuesta U invertida podria explicar la diferencias interindividuales
de vulnerabilidad frente a los estimulos estresantes (Sapolsky, 2015). La comprension de este
fendmeno resulta fundamental para entender las implicaciones de los GCs en el sistema inmune
ya que diferentes tejidos y poblaciones celulares responden de manera distinta a ellos al

expresar heterogéneamente los MR y GR (Spencer et al., 1991, Butts et al., 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Activacion de los receptores de glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR) y
consecuencias fisioldgicas (Sapolsky, 2015).

Independientemente de este mecanismo de accidn gendmico lento, los GCs pueden interactuar
en la membrana con otros receptores o canales y provocar efectos rapidos importantes en el
control de la actividad motora, la memoria y el feedback del eje HHA (Dallman, 2005, Tasker y

Herman, 2011, Moisan et al., 2014).

Como ya hemos indicado, los GCs son considerados histéricamente como las moléculas
antiinflamatorias por excelencia en la periferia (Hench et al., 1950) incluso en situaciones
fisiolégicas en el SNC (Li et al., 2007). Las acciones antiinflamatorias pueden estar mediadas por
la activacidn transcripcional del inhibidor del factor nuclear kappa B (IxB) o por interacciones
proteina-proteina por parte de los GR con el factor nuclear kappa B (NF-kB) o la proteina

activadora 1 (AP-1), protagonistas en la cascada inflamatoria (De Bosscher et al., 2003).

Dadas las multiples capacidades de interaccidon de estas moléculas, el contexto en el que se
desenvuelven resulta crucial para los efectos que terminen ocasionando. La duracion de la
exposicidn al estrés, los niveles de GCs dentro de esa respuesta en U invertida, el momento de
accién de los GCs dentro de la respuesta inmune, el tipo de GCs que estamos utilizando (los
sintéticos poseen distinta afinidad, capacidad de unién a CBG vy dificultades en el transporte en
la barrera hematoencefélica (BHE)) y otros factores relacionados como la vulnerabilidad
interindividual al estrés han de tomarse en consideracion a la hora de analizar la modulacién del
sistema inmune por parte de los GCs, que pueden agravar la neuroinflamacién (Sorrells et al.,

2009).
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A nivel periférico, teniendo en cuenta que la propia supresién del sistema inmune supone a su
vez un desafio estresante, se ha planteado que las concentraciones basales de GCs puedan
actuar como activadores inmunoldgicos para prevenir frente a dicha supresidn y parece que lo
hacen a través de la liberacidn de catecolaminas (Johnson et al., 2005). Aunque el estrés agudo
induce concentraciones de GCs suficientes para provocar una disminucién en el nimero de
leucocitos en sangre, se ha hipotetizado que podrian estar Unicamente movilizdndose a los
tejidos para estar listos para actuar y seria al aumentar las concentraciones cuando observamos
el efecto inmunosupresivo (Dhabhar y McEwen, 1997). Ademads, los GCs pueden tener un efecto
cebador que exacerba una reaccién inmune posterior (Johnson et al., 2002). Sin descartar estas

hipotesis, actualmente aun se desconocen cuales podrian ser las bases de esta dualidad.

En el SNC sano, el estrés tanto agudo como crdnico provoca la activacion de cascadas
proinflamatorias, sobre todo en zonas con una distribucién elevada de receptores de corticoides
como la corteza prefrontal y el hipocampo (Tagliari et al., 2011, Garate et al.,, 2013).
Particularmente, en el hipocampo presentan efectos en rutas sefalizadoras relativas a la
neurogénesis y plasticidad (Anacker et al., 2013). Estas inducciones de mediadores inflamatorios
con el estrés parecen ser mas complicadas de observar en otras estructuras cerebrales como el
hipotdlamo (Munhoz et al., 2006), aunque si se produce el efecto cebador previamente descrito,
lo que nos lleva a pensar en diferentes rutas intracelulares susceptibles de modulacién por GCs
con consecuencias variables para el tejido. Algunas de ellas son el objeto central de investigacion
en esta tesis doctoral y se analizan en profundidad en el apartado 3 “lLas rutas

neuroinflamatorias en la depresién”.

2.3.2 Las catecolaminas como moduladoras de la respuesta inmune

La activacidn simpatica inducida por el estrés provoca la liberacién de catecolaminas que poseen
efectos sobre el sistema inmune contribuyendo a la comunicacidn bidireccional con el SNC. Las
células inmunes son capaces de sintetizar catecolaminas y expresan receptores adrenérgicos por
lo que son a su vez susceptibles a la accion de estas moléculas, principalmente como mecanismo
de regulacién paracrina o autocrina (Josefsson et al.,, 1996, Qiu et al., 2004). Las propias
catecolaminas podrian ser capaces de autorregular su produccién y actividad ejerciendo control
sobre la tirosina hidroxilasa y la distribucidn de sus receptores (Stanojevic et al., 2013). Ya que
las catecolaminas ejerceran sus funciones sobre las células inmunes a través de estos
receptores, es importante sefialar que las células de linea mieloide expresan tanto receptores o
como [ adrenérgicos mientras que la linea linfoide principalmente dispone de los 3. No

obstante, sus diferentes niveles de expresion varian entre las distintas subpoblaciones y son
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regulados por multiples factores. El momento de expresién de cada receptor puede tener
importantes implicaciones en la neurorregulacién de las células inmunes (Padro y Sanders,

2014).

La estimulacién de los receptores [} adrenérgicos parece tener funciones inmunosupresoras y
de polarizacidn hacia un fenotipo M2 antiinflamatorio (Brown et al., 2003, Huang et al., 2013).
En la otra orilla, la accién o adrenérgica ha mostrado efectos proinflamatorios (Spengler et al.,

1994, Grisanti et al., 2011).

La mayoria de estas investigaciones se han realizado en el dmbito periférico que permiten
ademas estudios in vitro, pero el panorama en el SNC se plantea dificil de descifrar. A la
complejidad de factores de los que depende la inmunomodulacién, tenemos que anadir las
restricciones técnicas que supone la investigacion en el SNC, el desconocimiento en la
caracterizacién total de la propia poblacidon microglial y las multiples interacciones que pueden
darse con las sinapsis noradrenérgicas y otras que modifiquen la actividad de éstas. A pesar de
ello, la mayoria de los estudios refrendan la capacidad de las catecolaminas para modificar la
respuesta inmune en direccidon proinflamatoria a nivel central (Johnson et al., 2005, Garcia-
Bueno et al., 2008b, Sorrells et al., 2009) aunque existen evidencias acerca de un posible papel
antiinflamatorio de la noradrenalina en relacién con la actividad microglial en enfermedades
neurodegenerativas que podria estar mediado por receptores 32 de manera similar a lo que
ocurre en la periferia (Madrigal et al., 2010, Gyoneva y Traynelis, 2013). Estas evidencias
casarian, debido a su accién mas répida que la de los GCs, con la hipétesis de que las primeras
respuestas al estrés pudieran ser proinflamatorias, lo que dibuja un panorama intrigante y

apasionante por descifrar de cara al futuro.

2.3.3 La excitotoxicidad inducida por el estrés

El estrés puede desencadenar fendmenos de excitotocidad al provocar la liberaciéon de
aminoacidos excitadores como el glutamato y el aspartato en el SNC (Moghaddam, 1993). Los
GCs pueden afectar a la neurotransmision glutamatérgica en condiciones basales gobernadas
por los ritmos circadianos pero es bajo situaciones estresantes cuando ejercen una importante
influencia al multiplicarse su concentracion (Popoli et al., 2011). De esta forma, potencian la
liberacion de glutamato en diferentes areas limbicas y corticales a través de efectos gendmicos
(directos e indirectos) y no gendmicos, siendo capaces también de modular la transmision
endocannabinoide para frenar la sefializacidn. El exceso de glutamato en la hendidura sinaptica
provoca la entrada de calcio en las neuronas (Manev et al., 1989), accién reforzada por la

capacidad de los glucocorticoides para interferir en la actividad de los transportadores de calcio
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(Kerr et al., 1992) y que puede desembocar en muerte neuronal. Los procesos moleculares

implicados se encuentran resumidos en la Figura 11.

Glucocorticoid
receptor

Corticosterone

Figura 11. El impacto del estrés cronico y los glucocorticoides sobre la transmision glutamatérgica y la
excitotoxicidad asociada (Popoli et al., 2011). Gln: glutamina; Glu: glutamato; vGIuT: vesicula
transportadora de glutamato; mGIuR: receptor metabotrépico de glutamato; CB1: receptor cannabinoide
1; SNARE: receptor de proteina de fijacion soluble de NSF; NMDAR: receptor de NMDA; AMPAR: receptor
de AMPA; EAAT: transportador de aminodcidos excitadores; GRE: elemento de respuesta a
glucocorticoides; IEG: elemento de respuesta temprana a glucocorticoides.

Tras un estrés agudo, se registra un incremento en la expresion de los receptores de proteina
de fijacién soluble de NSF (SNARE) de las vesiculas de la neurona presinaptica que, ademas, es
restaurado con la administracién de antidepresivos. Dicha situacion sugiere la correspondencia,

aunque se desconoce aun la cascada de sefalizacidn a partir de los GRs, con un aumento en el
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numero de vesiculas de glutamato disponibles, ya que la expresién de las proteinas SNARE se

mantiene aproximadamente constante por cada una de ellas (Musazzi et al., 2010).

La potenciacion de la transmision glutamatérgica puede producirla el estrés agudo también
mediante la sobreexpresion postsinaptica de sus receptores del NMDA y AMPA (Yuen et al.,
2011). En este proceso parecen intervenir las quinasas inducibles por el suero y glucocorticoides
(SGKs), genes de respuesta temprana responsables del reciclaje de los receptores del glutamato
desde los endosomas tempranos hacia la membrana plasmatica a través de la proteina RAB4
(Yuen et al., 2011). El papel modulador agudo de los glucocorticoides sobre la neurotransmision
glutamatérgica puede resultar beneficioso al tener relevancia en la mejora de la memoria de
trabajo. Sin embargo, el conocimiento de los mecanismos que subyacen al estrés crénico a este
respecto es menos conocido, aunque destaca su vinculacidon con estructuras como el cortex
prefrontal y el hipocampo, asi como con los fendmenos de plasticidad asociados (Cerqueira et

al., 2007)

Mas alla de su accién sobre las neuronas pre y postsindpticas, los efectos del estrés sobre las
células gliales repercuten en la recaptacién del glutamato libre en la sinapsis. Ademas, teniendo
en cuenta que cada astrocito da soporte a miles de sinapsis, el fallo de uno sélo de ellos tendria
consecuencias importantes en la transmision glutamatérgica global (Zheng et al., 2008),
encajando como diana ante los posibles efectos del estrés crénico. Se han registrado niveles mas
bajos en el cértex prefrontal de la proteina glial fibrilar acida (GFAP), marcador de astrocitos, en
casos de depresion y tras la administracidon aguda o crénica de glucocorticoides (Nichols et al.,
1990, Fatemi et al., 2004). Por otro lado, existen estudios que describen un aumento de los
mismos en otras estructuras como el hipocampo (Bridges et al., 2008), sugiriendo efectos

diferenciales segun el drea cerebral y la concentracidn alcanzada de glucocorticoides.

El estrés también es capaz de inhibir la recaptacion de glutamato en sinaptosomas (Leza et al.,
1998) y de disminuir la expresion de los transportadores de aminodcidos excitadores (EAATS)
encargados del proceso (Madrigal et al., 2003, Zink et al., 2010). En dichos mecanismos pueden
estar involucrados tanto los glucocorticoides (Zschocke et al., 2005) como moléculas
relacionadas con la inflamaciéon como el TNF-a (Tolosa et al., 2011). No sélo los transportadores,
sino también una disminucidn glial en la expresidn de la glutamina sintetasa, que transforma el

glutamato en glutamina, se ha descrito en relacidn al estrés crénico (Banasr et al., 2010).
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3.Las rutas neuroinflamatorias en
depresion

Recurriendo a la morfologia del lenguaje, neuroinflamacidn presenta dos lexemas, “neuron” e
“inflam”, representando los conceptos neurona e inflamacién. Asi, se denomina
neuroinflamacidn al conjunto de las respuestas inflamatorias en el SNC que estan mediadas por
la producciéon de citoquinas, quimioquinas, especies reactivas de oxigeno y segundos
mensajeros. El principal tipo celular implicado es el tejido glial, microglia y astroglia, en un claro
paralelismo con la situacidn inmune a nivel periférico orquestada por los macréfagos y linfocitos,

aunque otras células como las neuronas o endoteliales participan a su vez en el desarrollo de la

situacién inflamatoria. No sdlo la poblacién celular residente en el SNC estd involucrada en la
neuroinflamacién, sino que las células inmunes periféricas pueden infiltrarse en el SNC ya sea
de manera activa a través de la barrera hematoencefalica (BHE) o por la disrupciéon de la misma
ante situaciones estresantes, por lo que debemos entender la inflamacidon como un fendmeno
sistémico con una comunicacion activa entre la periferia y el SNC (Chavarria y Alcocer-Varela,

2004).

La microglia es la pieza indispensable cuando hablamos de neuroinflamacion y representa desde
el 5 al 12 % de las células totales segun la zona del SNC que se analice (Lawson et al., 1990). Las
células microgliales encarnan el sistema de defensa del SNC y se las equipara por su funcion a
los macrofagos periféricos, de quienes derivan ontogénicamente (Ginhoux et al., 2010). De
hecho, su renovacion transcurre a partir de células progenitoras en el propio SNC y lo hace de
manera lenta, reforzando este hecho su susceptibilidad ante factores como la edad o el estrés
(Elmore et al., 2014). Ante una potencial amenaza, la microglia es capaz de pasar a su estado
activado y secretar citoquinas proinflamatorias y quimioquinas que garanticen la supervivencia
de su microentorno incluso detectando situaciones de dafo en la BHE que comprometen la
integridad del sistema (Nimmerjahn et al., 2005). Ademds, son capaces de propagar la
sefializacion inflamatoria desde la periferia y de reclutar linfocitos al cerebro (Zhou et al., 2006,

Dantzer et al., 2008).

Indispensable para la respuesta inmune central resulta a su vez la astroglia, tipo celular
intimamente ligado a la reaccién ante heridas o enfermedades en el tejido nervioso mediante la
conocida como astrogliosis reactiva que culmina en los casos mas graves con una cicatriz glial.
Las modificaciones sobre el astrocito en reposo van desde hipertrofia hasta proliferacion y
alteracion de su expresidn génica y dependen de la intensidad y naturaleza del evento que lo
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desencadena. Estan regulados por mediadores presentes en su microentorno y, a su vez, ellos
pueden ejercer funciones sobre él beneficiosas o perjudiciales segin las circunstancias
(Sofroniew, 2009). El proceso de astrogliosis reactiva se encuentra conectado con la inflamacion
en ambas direcciones: las citoquinas y otros mediadores inmunes o el estrés oxidativo asociado
a sus actividades pueden estimularlo (Woiciechowsky et al., 2004, Zagami et al., 2009, Liu et al.,
2015a) vy, a su vez, los astrocitos son capaces de producir mediadores tanto proinflamatorios
como antiinflamatorios (Panenka et al., 2001, Shih et al., 2003, Qin et al., 2008, Brambilla et al.,
2009). Otro de los aspectos por los que la astroglia es indispensable para las labores de defensa
del SNC es su contribucion al establecimiento y mantenimiento de la BHE y el control de la
migracion de monocitos y linfocitos a su través (McAllister et al., 2001, Lee et al., 2003b,

Daneman et al., 2010, Vogel et al., 2015).

Siendo la inflamacién un mecanismo de defensa del organismo y, por tanto, beneficioso per se,
cuesta pensar que pueda acarrear consecuencias deletéreas. Podemos sefalar tres parametros
asociados al estimulo que la induce de cuya magnitud van a depender sus efectos: naturaleza,
tiempo y localizacién (DiSabato et al.,, 2016) (Figura 12). La intensidad y tipo del estimulo
determina las rutas, células, tejidos y dreas cerebrales que responden y la rapidez de su
propagacion (Song et al., 2006). La inflamacién es un proceso resolutivo que pretende erradicar
la amenaza existente por lo que si esta persiste y se cronifica, la acumulacion de mediadores y
consecuente desregulacion de la funcidon inmune lo vuelven un problema sistémico con
consecuencias nefastas para el organismo que esta detras de diversas patologias fruto de una

mala adaptacion (Weiss, 2008).
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Figura 12. Factores positivos y negativos de la neuroinflamacion y sus consecuencias (DiSabato et al.,
2016). IL: interleuquina; M: macréfago; TNF: factor de necrosis tumoral; CNS: sistema nervioso central;
ROS: especies reactivas de oxigeno; iNOS: isoforma inducible de la 6xido nitrico sintasa; CCL: quimioquina
(C-C motivo) ligando; TBI: traumatismo cerebral; IFN: interferon.

Las enfermedades relacionadas con el SNC presentan un escenario neuroinflamatorio, ya sean
neurodegenerativas, psiquidtricas, autoinmunes o de origen vascular. Se han descrito
alteraciones inmunes en la enfermedad de Alzheimer (Heneka et al., 2013), Parkinson (Lastres-
Becker et al., 2012), esclerosis multiple (Draheim et al., 2016), depresion (Goshen et al., 2008),
esquizofrenia (Garcia-Bueno et al., 2016), trastorno bipolar (Kim et al., 2011), autismo (Vargas
et al., 2005) e incluso en procesos naturales como el envejecimiento, donde los desequilibrios
de estos mediadores pueden estar relacionados con las deficiencias cognitivas que se registran
(Cribbs et al., 2012). Las evidencias son mas que suficientes para constatar la relacion entre el
funcionamiento deficiente del SNC y un fallo en su comunicacién con el sistema inmune, pero
en este contexto surge la eterna cuestidn aun sin resolver: ées la neuroinflamacién causa o
consecuencia de las patologias nerviosas? Esta dicotomia genera multiples teorias donde se esta
concentrando el esfuerzo investigador ya que de la clarificacion de la interaccidon con las
patologias es de donde pueden derivarse implicaciones en su propia comprension

fisiopatoldgica y, mucho mas importante y ligada a ésta, en la clinica de los pacientes, fin ultimo

y significativo de la investigacidon biomédica.
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Especificamente en depresion, el escenario neuroinflamatorio podemos representarlo, a partir
de las investigaciones en pacientes y modelos animales, en un esquema que englobe las
interacciones entre la funcidon inmune, el eje HHA, los neurotransmisores y el sistema nervioso
auténomo (Figura 13). El desequilibrio entre el incremento de citoquinas proinflamatorias, como
TNF-a, IL-1f3, IL-6 o IFN-y (Kagaya et al., 2001, O' Connor et al., 2009, Dowlati et al., 2010), y la
disminucién en las antiinflamatorias, como IL-4, IL-10 o el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) (Sutcigil et al., 2007, Dhabhar et al., 2009), participa en depresién tanto a nivel
periférico como central e induce la liberacidn de GCs por parte del eje HHA. A nivel periférico,
los GCs ejercen su capacidad antiinflamatoria, entre otros mecanismos, mediante la modulacién
de la respuesta inmune celular T helper 1 (Th1) hacia la humoral Th2 que continta activando el

eje HHA.

Los neurotransmisores liberados por la respuesta simpatica a nivel periférico también son
capaces de modular el eje positivamente en el caso de noradrenalina, dopamina y acetilcolina,
y negativamente en el de la serotonina. La hiperactividad sostenida de la respuesta al estrés
puede provocar la desensibilizacion de los receptores GR hipotaldmicos y la consecuente
desregulacién del feedback negativo y perpetuacién de la situaciéon inflamatoria. La habilidad de
las citoquinas y células para atravesar la BHE, especialmente ante situaciones estresantes, y la
conexién parasimpatica a través del nervio vago permiten la comunicacion periferia-cerebro y
los efectos neuroinflamatorios cerebrales. La neuroinflamacién crénica ejerce efectos
deletéreos sobre las funciones del SNC al contribuir a la generacion de fenédmenos de estrés
oxidativo/nitrosativo y excitotoxicidad, interferir con la plasticidad y procesos de neurogénesis
o modificar la liberacion o actividad de neurotransmisores. Del inmenso campo que abarcan los
procesos neuroinflamatorios, esta Tesis Doctoral se ha centrado en intentar clarificar el rol de
algunos de los factores de la inflamacion y del dafio oxidativo/nitrosativo menos estudiados y
mas novedosos: las proteina/quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), el factor nuclear tipo
2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) y la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) en la depresién. Por ello,

sus vias seran explicadas con mayor profundidad en los siguientes capitulos de esta Tesis.
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Figura 13. Escenario inflamatorio en la depresion (Jeon y Kim, 2016). IL: interleuquina; TNF: factor de
necrosis tumoral; IFN: interferén; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos;
G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; HPA: hipotdlamo-hipdfisis-adrenal; PVN: nucleo
paraventricular del hipotalamo; CRH: factor liberador de corticotropina, ACTH: hormona
adrenocorticotropa; NK: asesina natural; TH: T-helper; 5-HT: serotonina; DA: dopamina; ACH: acetilcolina;
NA: noradrenalina; ANS: sistema nervioso auténomo.

3.1.Los receptores de inmunidad innata: el receptor Toll-like 4
(TLR-4) y las proteina/quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKs)

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa del organismo frente a situaciones
potenciales de dafio como heridas o invasiones patdégenas. Desempeiia esta funcién junto a
barreras fisicas epiteliales en la piel, el intestino o los pulmones que aislan el medio interno del
externo y ademas secretan enzimas y péptidos antimicrobianos como la lisozima, defensinas,
mucinas y lectinas. Dentro de este sistema inmune innato destacan los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) destinados a identificar elementos sospechosos para el
organismo de manera bastante inespecifica basandose en caracteristicas comunes a un
conjunto de elementos. Evolutivamente hablando aparecieron mucho antes que la complejay
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sofisticada inmunidad adaptativa y estan destinados al reconocimiento rdpido del peligro y el
desencadenamiento de una potente respuesta de amplio espectro para terminar con él y
reestablecer la homeostasis. Su transduccién de la sefial implica inflamacién e
inmunomodulacién a través de dichos receptores, macrofagos, sistema del complemento,
citoquinas y quimioquinas (Shastri et al., 2013). Los patrones moleculares susceptibles de la
activacion de los PRRs estan o bien asociados a patégenos (PAMPs) o a dafio (DAMPs), aunque
también puede desencadenarse su sefalizacion por determinadas estructuras moleculares o ser

modulada por citoquinas como el IFN (Durand et al., 2004, Martinon et al., 2006).

Existen tres grandes familias de PRRs: los receptores tipo Toll/Toll-like (TLRs), los de tipo
NOD/NOD-like (NLRs) y los depuradores/scavenger (SRs). Los TLRs pueden tener localizacion
extracelular o intracelular asociados a membranas, los NLRs son intracelulares, los SRs son
receptores transmembrana especializados en la eliminacidn de residuos mediante procesos de
endocitosis (Peiser et al., 2002). Aunque el ambito de la neuroinflamacién en patologias
psiquiatricas comienza a interesarse por la influencia de los NLRs (Pan et al., 2014),
tradicionalmente se ha centrado en los TLR (Lehnardt, 2010) y, concretamente, en la
sefializacion del TLR-4 en los procesos inflamatorios relacionados con el estrés (Caso et al., 2008,
Pérez-Nievas et al., 2010, Garate et al., 2013, Garate et al., 2014, MacDowell et al., 2014, Tse et
al., 2014, Masson et al., 2015, Garcia-Bueno et al., 2016) y, especificamente, en los trastornos
de tipo depresivo (Garate et al., 2011a, Garate et al., 2014, Sayd et al., 2014, Strekalova et al.,
2015, Cheng et al., 2016).

Desde el descubrimiento de la homologia de secuencia entre los dominios citoplasmaticos de
los receptores Toll de Drosophila y de la IL-1 humana (Gay y Keith, 1991), se han identificado en
humanos proteinas estructuralmente relacionadas entre si a los que se denomind como

receptores Toll-like o TLRs (Rock et al., 1998).

Los TLRs son glicoproteinas transmembrana de tipo | estructuralmente definidas en conjunto
por la presencia de un dominio extracelular de reconocimiento y por un dominio de sefializacion
intracelular Toll/IL-1 (TIR) (Figura 14a). El dominio extracelular amino-terminal contiene un
numero variable de entre 16 y 28 motivos repetitivos de leucina (LRRs) (Matsushima et al., 2007)
y es el responsable del reconocimiento especifico de los respectivos PAMPs y DAMPs definiendo
los primeros la clasificacion de los TLRs en 11 subtipos en humanos. Se trata de una estructura

con regiones muy variables que contribuyen a la deteccion de los ligandos a pesar de posibles
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diferencias polimorficas existentes entre las 5 IL-1R TLR

distintas especies (Hajjar et al., 2002). Para la

transduccion de la sefial es necesaria una Ig-like LRRs
domain
homo o heterodimerizacién de los receptores
(Takada et al., 2007). eoceococeseces (seosescososcoses soscososcocseod
) 134 1515 ) )

El dominio intracelular consta de unos 200 b

aminodcidos con tres regiones de alta

homologia incluso presentes en plantas
confiriéndoles resistencia frente a

MyD88
enfermedades (O'Neill y Dinarello, 2000). Es el

encargado de la activacidon de una respuesta

inflamatoria estereotipada conservada en UEVAA .A. UBGA3
todos los subtipos (aunque con diferencias
individuales), a pesar de producirse tras el

reconocimiento de una amplia gama de

ligandos (Barton y Medzhitov, 2003). Dicha
respuesta se desarrolla con la participacion de
una serie de moléculas adaptadoras (factor de
MAP kinases
diferenciacidon mieloide 88 (MyD88), quinasas
asociadas al receptor de interleuquina 1

(IRAKs), factor asociado al receptor de TNF

(TRAF6), quinasa activada por el TGF-f 1

(TAK1) y proteinas asociadas a TAK1 (TABs)

que culminan con la activaciéon del NF-xB al

liberarlo de su inhibidor IxB y permitir su @ D
traslocacion al nucleo donde induce la
NF-kB-binding motif

expresion de sus genes diana (Figura 14b). QQ C—;

Recientes hallazgos plantean que el TLR-3 Niiclear membians

Figura 14. Sefializacion en los receptores Toll-like (TLRs) (Akira y Takeda, 2004). |L-1R: receptor de
interleuquina-1; Ig: inmunoblogulina; LRR: motivo repetitivo de leucina; MyD88: factor de diferenciacion
meloide-88; IRAK: quinasa asociada al receptor de interleuquina; TRAF: factor asociado al receptor de
TNF; UEV1A: variante 1A de la enzima conjugadora de ubiquitina; UBC13: proteina conjugadora de
ubiquitina; TAK1: quinasa asociada a TGF-3; TAB: proteina asociada a TAK1; MAP: proteina activada por
mitégenos; IKK: Quinasa de IkB; IkB: inhibidor de NF-«kB; p:proteina; NF-kB: factor de transcripcion
kappa B.
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podria ser el Unico de los TLRs que no utilizase esta ruta MyD88 dependiente y que incluso

restringiria su sefializacion (Siednienko et al., 2011).

Cada uno de los tipos de TLRs se encuentra especializado en el reconocimiento de PAMPs
especificos. De los 11 identificados en humanos, el primero fue el TLR-4, receptor por
antonomasia para el LPS bacteriano (Poltorak et al., 1998). El TLR-2 reconoce una amplia gama
de compuestos gracias a la cooperacion funcional que establece con otros receptores. De la
interaccion con los receptores TLR-1 y TLR-6 surge el reconocimiento diferencial de los
lipopéptidos triacilados y diacilados, respectivamente (Takeuchi et al., 2001, Takeuchi et al.,
2002) y la participacién combinada de TLR-2 y TLR-1 es necesaria también para el
reconocimiento de la lipoproteina externa de Borrelia burgdorferi (Alexopoulou et al., 2002).
Ademas, TLR-2 puede activarse por componentes derivados de hongos mediante la asociacién
a receptores como la dectina-1 (Gantner et al., 2003) e incluso por el LPS de algunas bacterias
independientemente de TLR-4 (Werts et al., 2001, Smith et al., 2003). La flagelina es el ligando
del TLR-5 (Hayashi et al., 2001) y de las bacterias uropatogénicas se encarga el TLR-11 (Zhang et

al., 2004) con la profilina como protagonista (Yarovinsky et al., 2005).

La localizacidn subcelular de los distintos TLRs se correlaciona hasta cierto punto con el patrén
molecular de sus ligandos, ya que los que reconocen componentes externos a los patdgenos se
localizan en la membrana plasmatica y son reclutados a fagosomas tras su activacion. Por otro
lado, aquellos cuya activacion depende de las diferentes moléculas de acidos nucleicos se
expresan en los endosomas donde pueden encontrarse tras el lisado bacteriano. Es el caso del
TLR-3 para el RNA de doble cadena (Alexopoulou et al., 2001), TLR-7 y TLR-8 para el RNA
monocatenario (Heil et al., 2004), TLR-9 (con quien coopera TLR-12 en ratdn) para las islas CpG
bacterianas, distinguidas del DNA gendmico debido a su mayoritaria metilacién en mamiferos
por silenciamiento génico (Hemmi et al., 2000) y TLR-13 (Unicamente descrito en ratén) para el
RNA ribosdmico (Oldenburg et al., 2012). Tanto los ligandos como la localizacién subcelular de

cada TLR se encuentra resumida en la Figura 15.
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Figura 15. Rutas de sefializacion de los receptores Toll-like (TLRs) en mamiferos (O'Neill et al., 2013). LPS:
lipopolisacarido; TIR: receptor intracelular Toll/IL-1; MyD88: factor de diferenciacion mieloide 88; MAL:
adaptador tipo MyD88; IRAK: quinasa asociada al receptor de interleuquina; TRAF: factor asociado al
receptor de TNF; TAK: quinasa asociada a TGF-b; TAB: proteina asociada a TAK1;, MKK:
proteina/quinasa/quinasa activada por mitdgenos; p38: proteina 38; JNK: quinasa NH» terminal de c-jun;
CREB: proteina de unidn a elementos de respuesta a cAMP; AP: proteina activadora; IKK: Quinasa de 1kB;
NF-kB: factor de transcripcion kappa B; RIP: proteina de interaccion con el receptor; TRIF: factor inductor
de IFN-B con dominio TIR ; TRAM: molécula adaptadora asociada al receptor TRIF; TBK: quinasa de unién
a TANK; IRF: factor liberador de interferdn; IFN: interferon; RNA: acido ribonucleico; dsRNA: RNA de doble
cadena; ssRNA: RNA monocatenario; rRNA: RNA ribosdmico; CpG-DNA: isla de citosina y guanina del acido
desoxirribonucleico.

3.1.1 El receptor Toll-like 4 (TLR-4)

El TLR-4 constituye uno de los puntos centrales de la presente Tesis Doctoral. Descubierto como
el primer homodlogo en humanos del receptor Toll de Drosophila (Medzhitov et al., 1997), se
destapa como una de las moléculas imprescindibles para entender la inmunidad innata y
aglutina los esfuerzos investigadores por encima del resto de su familia de receptores en base a
su ubicuidad y distribucion, sus agonistas y las caracteristicas y consecuencias de su cascada de

sefializacion.
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Los niveles mds elevados de TLR-4 se encuentran en el bazo y las células mononucleares de
sangre periférica, niveles intermedios en colon, ovarios, pulmones, intestino delgado y placenta
y niveles inferiores en cerebro, corazdn, rifiones, higado, préstata, pancreas, testiculos, musculo
o timo (Zarember y Godowski, 2002, Nishimura y Naito, 2005). Esta casi total distribucién del
TLR-4 por el organismo no es mas que un indicador de lo vital de las funciones que desempefia
en el sistema inmune y su comunicacién con los diferentes tejidos. Centrandonos en el SNC y
sus tipos celulares, la microglia expresa intensamente el TLR-4 (Lehnardt et al., 2003) pero
también lo hacen, aunque de manera mas discreta, las neuronas (Tang et al., 2008), astroglia
(Jou et al., 2006), oligodendroglia (Kigerl et al., 2007) y el endotelio cerebrovascular (Nagyoszi
et al., 2010). Las variaciones en los niveles de expresidon del TLR-4 en el SNC no son exclusivas
del tipo celular, sino que se extienden a las diferentes dreas cerebrales siendo su disposicidon
mas acusada donde la BHE presenta una estructura mucho mds laxa como los érganos
circunventriculares, el plexo coroideo y las leptomeninges (Lacroix et al., 1998). Ambas
caracteristicas no hacen sino reforzar laidea de la permanente comunicacion bidireccional entre
la periferia y el SNC descrita previamente, otorgdndole un notorio papel al TLR-4 en la

orquestacion de la respuesta inmune.

El principal ligando del TLR-4 es el lipopolisacarido (LPS), uno de los PAMPs mas representativos
ya que forma parte de la pared bacteriana de las bacterias Gram negativas (Poltorak et al., 1998).
Es precisamente esta inespecificidad otra de las razones por las que ha acaparado tanta atencion
cientifica al proporcionarle la capacidad de responder frente a un amplisimo grupo de
microorganismos que interacciona con el ser humano tanto de manera patogénica como
simbionte o, simplemente, inocua. Sin embargo, el LPS no es el Unico ligando del TLR-4 sino que
también reconoce DAMPs como las Hsp 60 y 70 (Vabulas et al., 2001, Asea et al., 2002), el
fibrindgeno (Smiley et al., 2001) y la proteina de alta movilidad de caja 1 (HMGB-1) (Park et al.,
2006). Por ello, el TLR-4 se ha postulado como un receptor clave en la activacion inmune ante
situaciones no infecciosas, en la denominada “inflamacién estéril” provocada por los DAMPs, asi
como en otro tipo de posibles eventualidades con el microbioma que se describirdn con mayor

detalle en el punto 4 de esta introduccidn.

La naturaleza anfipdtica de las moléculas de LPS le lleva a formar agregados en entornos acuosos
que requieren de la intervencion de la proteina de unién a LPS (LBP) y del CD14 para su
reconocimiento por los TLR-4. El LBP se une dvidamente a los agregados de LPS y lo transporta
hacia el CD14, presente en la membrana de las células inmunes o en plasma de manera soluble

(Wright et al., 1990, Tobias et al., 1995). No sera la parte glucidica del LPS sino el lipido A el
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principal responsable de la actividad inmunolégica de esta macromolécula (Poltorak et al., 1998)
y su presentacién es posible gracias a la participacidon de CD14. Este adaptador posee una region
hidrofdbica cerca del extremo N-terminal capaz de albergar al LPS en su forma monomérica y
ademas ser lo suficientemente flexible para superar sus variaciones entre especies y reconocer
otras moléculas microbianas o celulares (Kim et al., 2005). Su papel no finaliza aqui, sino que se
encarga del reclutamiento de los TLR-4 y multiples moléculas de sefalizacidn hacia balsas
lipidicas en la membrana formando microdominios que permiten la amplificacién de la sefial

(Triantafilou et al., 2002).

El receptor TLR-4 por si mismo no es capaz de reconocer el LPS presentado por CD14 y LBP sino
gue necesita reclutar a un co-receptor, el factor de diferenciacién mieloide-2 (MD-2) (Shimazu
et al., 1999) el cual, ademas, es imprescindible para la distribucién del TLR-4 en la membrana
plasmatica (Nagai et al., 2002). La unidn del LPS induce la formacion de un complejo en forma
de “m” entre TLR-4, MD-2 y LPS en relacion 2:2:2 ahora ya si plenamente funcional para la
transduccion de la sefial (Park et al., 2009) (Figura 16) y que serd endocitado tras su estimulacion
con implicaciones en la sefializacién de la via MyD88 independiente y la conexién con la
inmunidad adaptativa (Husebye et al., 2006, Kagan et al., 2008). Las complejas interacciones
moleculares involucradas descritas son vitales para la transmision de la sefial y asi se explican
polimorfismos de respuesta deficiente a LPS (Ohto et al.,, 2012) y la capacidad de ciertas
moléculas derivadas del lipido A, como eritoran y el lipido 1Va, de actuar como antagonistas al
presentar determinadas modificaciones estructurales (Ohto et al., 2007, Shirey et al., 2013).
Incluso se han descrito en algunas especies LPS pentaacilados en lugar de hexaacilados que
actuan como antagonistas en lugar de estimular la sefializacion como consecuencia de la
incorrecta formacion del complejo macromolecular de reconocimiento (Erridge et al., 2004,

Triantafilou et al., 2004, Popa et al., 2007).
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Figura 16. Ensamblaje molecular del complejo del receptor Toll-like 4/factor de diferenciacién mieloide-
2/lipopolisacdrido (TLR-4/MD-2/LPS) (adaptado de Park et al., 2009). LRR: repeticiones ricas en leucina.

El correcto ensamblaje del complejo de reconocimiento del TLR-4 permite la transduccién de la
sefial a partir del dominio intracelular TIR bifurcdndose en dos posibles vias: una dependiente
del MyD88 y otra independiente. MyD88 funciona como una molécula adaptadora capaz de
interaccionar con TLR-4 a través de su dominio TIR C-terminal y de reclutar por su extremo N-
terminal a IRAKs mediante interacciones entre sus respectivos dominios de muerte celular
(Wesche et al., 1997). Esta complementariedad de MyD88 con la sefializacion del receptor se
ratifica por su existencia previa como dimero en el citoplasma celular (Dunne et al., 2003). Sin
embargo, la sefializacion en TLR-4 por la via MyD88 dependiente requiere de la presencia de la
proteina adaptadora que contiene el dominio TIR (TIRAP) (Fitzgerald et al., 2001, Yamamoto et
al., 2002) que puede formar heterodimeros con MyD88 u homodimeros que interaccionan con
los descritos para MyD88, sugiriendo la posibilidad de complejos heterotetraméricos (Dunne et
al., 2003). TIRAP/MyD88 activado recluta a IRAK4 (Suzuki et al., 2002), que fosforila a IRAK1 (Li
et al., 2002) y ambas podrian estar implicadas en el mecanismo de feedback negativo de la via
al promover la degradacion de TIRAP (Dunne et al., 2010). IRAK1 posee tres motivos formados
por una secuencia consenso que permiten la unién del TRAF6, comun a la familia de
superreceptores de TNF y TIR/IL1, escindiéndose del receptor (Ye et al., 2002). La enzima
ubiquitina conjugada E3 (UBC13) se asocia a TRAF6 y activa a TAK1 tras el ensamblaje de una

cadena de poliubiquitina unida al residuo Lys63 (Deng et al., 2000).

TAK1 pertenece a la familia de las proteinas quinasa/quinasa/quinasa activadas por mitdégenos
(MAPKKKs) (Yamaguchi et al., 1995) y, mediante la unidon de sus diferentes proteinas
adaptadoras TAB1, 2 y 3, desencadenarad la activacion de las dos rutas claves en la respuesta

inmunitaria del TLR-4: la via del NF-xB y la de las MAPKs. TAB1 incrementa la actividad quinasa
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de TAK1 (Shibuya et al., 1996) mientras que TAB2/3 funcionan como adaptadores entre ambas
moléculas (Takaesu et al.,, 2000, Ishitani et al., 2003). TAK1 actia sobre el complejo
multiproteico quinasa de IkB (IKK), formado por dos subunidades cataliticas (IKKa e IKKB) y otra
reguladora (IKKy/NEMO), responsable de la degradacidon del inhibidor de NF-kB (IxB) al
fosforilarlo en sus residuos Ser32 y Ser36 marcandolo para su degradacién por el proteasoma
(Wangetal., 2001). Los homo o heterodimeros de la familia NF-kB se encuentran habitualmente
secuestrados en el citosol por IkB (Novak et al., 1991), encargado ademas de su reexportacién
desde el nucleo (Arenzana-Seisdedos et al., 1997). Dicha translocacion al ntcleo de NF-xB (sobre
todo sus subunidades p65 y p50) tras su liberacién de IkB provocan el reconocimiento de
secuencias especificas en el genoma y la transcripcién de una amplia gama de genes
inflamatorios como IL-6, TNF-o o la proteina quimiotdctica de monocitos 1 (MCP-1) (Collart et
al., 1990, Libermann y Baltimore, 1990, Ueda et al., 1994). La activacion de la via de las MAPKs
y sus implicaciones se tratara en profundidad en el punto 3.1.2 por constituir uno de los aspectos

centrales de la presente Tesis Doctoral.

La via MyD88 independiente es clasicamente la responsable de la activacidén de la sefializacion
de genes relacionados con el IFN, aunque también participa junto a la MyD88 dependiente que
acabamos de describir en la produccién de citoquinas proinflamatorias (Hoebe et al., 2003). La
identificacién de otro factor inductor de IFN-3 con dominio TIR (TRIF) lo posiciond como uno de
los principales orquestadores de la respuesta MyD88-independiente (Yamamoto et al., 2003).
Ademas, en un claro paralelismo con el TIRAP de la via dependiente, se describié otro adaptador
con dominio TIR, TRAM, que permite la interaccién de TRIF con TLR-4 (Fitzgerald et al., 2003b).
La sefializacion prosigue con dos proteinas relacionadas con IKK, IKKe y la quinasa asociada a
TANK-1 (TBK-1), que fosforilan a los factores reguladores de los interferones (IRF) 3 y 7 que
dimerizan y translocan al nucleo para estimular la secrecion de IFN de tipo | (Fitzgerald et al.,
2003a). TRIF también reconoce a la proteina de interaccidn con el receptor (RIP) que activa la
via de supervivencia celular fosfoinositol 3-quinasa/proteina quinasa B (PI3K/Akt) en un
mecanismo NF-kB dependiente (Vivarelli et al., 2004), ademas de participar con otras moléculas
en procesos directamente relacionados con la degradacién de IkB (Tojima et al., 2000, Youn et

al., 2005).
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Figura 17. Sefializacion del receptor Toll-like (TLR-4) en inflamacidn. IFNy: interferén gamma; IFNYR:
receptor de interferén gamma; JAK: quinasa Janus; SOCS: ; STAT: transductor y activador de la seiial; PIAS:
; TRIF: factor inductor de IFN-f3 con dominio TIR ; TRAM: molécula adaptadora asociada al receptor TRIF;
RIP: proteina de interaccién con el receptor; TANK: activador de NF-kB asociado a miembros de la familia
TRAF; IKK: quinasa de IkB; TBK: quinasa de union a TANK; IRF: factor liberador de interferdn; LPS:
lipopolisacdrido ; TIRAP: proteina adaptadora que contiene el dominio TIR; MyD88: factor de
diferenciacién mieloide 88; IRAK: quinasa asociada al receptor de interleuquina; TRAF: factor asociado al
receptor de TNF; TAK: quinasa asociada a TGF-b; MKK: proteina/quinasa/quinasa activada por mitégenos;
p38: proteina 38; JNK: quinasa NHz terminal de c-jun; ERK: quinasa de regulacidon de la sefial extracelular;
AP: proteina activadora; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; Akt: proteina quinasa B; NF-kB: factor de
transcripcion kappa B; TAB: proteina asociada a TAK1; IkB: inhibidor de NF-xB; UBC13: enzima
conjugadora de ubiquitina 13; NUR77: miembro 1 del grupo A de la subfamilia 4 de receptores nucleares
(NR4A1).

A la luz de esta breve descripcidn podemos imaginar que la respuesta inmune desarrollada tras
la activacion de TLR-4 representa un complejo entramado molecular con multiples interacciones
reguladoras que aun desconocemos en su totalidad (Figura 17). Es el caso, por ejemplo, del
ultimo de los adaptadores con dominio TIR descrito, SARM, navegando entre la controversia de
ejercer como inhibidor de TRIF (Carty et al., 2006) y de mediar procesos de toxicidad neuronal
inducidos por estrés involucrando a las mitocondrias (Kim et al., 2007a). Agregando dificultad,
no podemos obviar la participacién de otras importantes rutas de sefializacién celular como la
de la quinasa Janus/Transductores de la Sefial y Activadores de la Transcripcidén (JAK/STAT)
(Greenbhill et al., 2011) o la de supervivencia celular PI3K/Akt (Ojaniemi et al., 2003). Destacando
por su papel en la comunicacién celular, las MAPKs se erigen como elemento integrador de las

diferentes vias.
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3.1.2 Las proteina/quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs)

Desde el descubrimiento en la década de 1950 de la fosforilacion reversible como mecanismo
regulatorio de la actividad proteica, mas de 500 proteina/quinasas han sido descritas en
humanos siendo las responsables de la mayoria de la mediacién en la transduccién de la sefial
de células eucariotas (Manning et al., 2002). Dentro de ellas, uno de los grupos mas relevantes
son las MAPKs cuyo nombre se les asigna al descubrir la implicacidén de las dos primeras descritas
en la sefializacion de factores de crecimiento (Boulton et al., 1990). Investigaciones posteriores
demostraron que la eleccién del nombre no resulta demasiado representativa ya que estdn
realmente involucradas en la respuesta frente a estimulos estresantes potencialmente nocivos
articulando procesos de proliferaciéon, diferenciaciéon, expresion génica, supervivencia celular y
apoptosis. La conexidon de su actividad con la regulacion inmune se hace asi inevitable.
Filogenéticamente evolucionadas desde 3 precursores (Li et al., 2011a), en mamiferos se han
descrito 14 MAPKs que conforman 7 rutas de transduccidon diferentes siendo las mas
caracterizadas las de las familias p38 (p38a.,/B/y/d), las de regulacion de la sefial extracelular ERK
(ERK1/2) y las NH>-terminales de c-jun JNK (JNK1/2/3) (Johnson y Lapadat, 2002). Junto a ERK5
son conocidas como MAPKs convencionales por su capacidad de activarse y desactivarse por
miembros de la familia MAP quinasa/quinasa (MAPKK/MEK) a diferencia de las atipicas ERK3/4,
NLK y ERK7 (Coulombe y Meloche, 2007). Serdn las convencionales las implicadas en la actividad

del TLR-4 y sobre las que centraremos la discusién.

La estimulacién del TLR-4 conduce a la fosforilacién/activacion de las MAPK vy la subsecuente
induccion de AP-1, formada por homo o heterodimeros de c-jun y c-fos, que coordina la
produccién de genes inflamatorios (Guha y Mackman, 2001). TAK1 fosforila directamente a
MAPKK responsables de la activacion y eventual translocacién nuclear de JNK1/2 y de p38a. en
el citosol y a IKK como habiamos sefialado que, ademds de su accidn ya descrita sobre NF-kB,
libera a la MAPKKK TPL2 provocando la cascada responsable de activar ERK1/2. p38a. serd el
principal responsable en la produccién de citoquinas proinflamatorias, JNK tendrd un
importante rol en la polarizacidn de los macréfagos hacia un fenotipo M1 proinflamatorio y ERK
posee efectos mas ambiguos induciendo, por ejemplo, inflamacion a través de TNF-a e IL-1 y
contrarrestandola disminuyendo IL-12, IFN-B y la isoforma inducible de la sintasa de éxido
nitrico (iNOS) y aumentando IL-10 (Arthur y Ley, 2013). Ademas de la activacién de AP-1, las
MAPKs ejercen acciones sobre otras moléculas importantes para la respuesta inmune. Las
proteina/quinasas activadas por MAPK (MKs o MAPKAPKs) 2 y 3 incrementan la produccién del

TNF-auy la estabilizacion de p38, responsable de su activacion (Ronkina et al., 2007). Ambas MK2
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y MK3 cooperan a su vez con ERK en la estimulacién de las quinasas de la proteina ribosomal S6
(RSKs) relacionadas con la endocitosis del TLR-4 (Zaru et al., 2007) y en la fosforilacién de las
quinasas activadas por estrés y mitdgenos (MSKs) 1 y 2 que limitan la respuesta inflamatoria
activando la proteina de uniéon a elementos de respuesta a cAMP 1 (CREB-1), el factor activador
de la transcripcion 1 (ATF-1) y la histona H3 para transcribir las citoquinas antiinflamatorias IL-
10, la proteina receptora del antagonista de IL-1 (IL-1RA) y la fosfatasa dual especifica 1 (DUSP1)
(Ananieva et al., 2008). (Figura 18)

Precisamente, DUSP1 fue la primera fosfatasa descubierta de la familia de las DUSPs o MKPs
(Sun et al., 1993) que constituyen el principal mecanismo para controlar la intensidad y la
duracidn de la actividad de las MAPKs. Las DUSPs defosforilan los residuos de treonina y tirosina
(Thr/Tyr) de las MAPKs, desactivandolas. Se han descrito hasta la fecha 10 DUSPs
cataliticamente funcionales en mamiferos, posiciondandose dicho dominio en el extremo C-
terminal y depositdndose en el N-terminal aspectos reguladores de los que dependen el
reconocimiento especifico de las MAPK y la localizaciéon subcelular. En base a estas
caracteristicas podemos clasificarlas en tres grupos: las nucleares inducibles, las citoplasmaticas
especificas para ERK y las especificas para JNK/p38 que podemos encontrarlas en ambos

compartimentos celulares (Caunty Keyse, 2013) (Figura 18).
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Figura 18. Las rutas de las MAPKs y su regulacion por las fosfatasas duales especificas (DUSPs) (Jeffrey et
al., 2007). MAP3K: proteina/quinasa/quinasa/quinasa activada por mitégenos; MAP2K:
proteina/quinasa/quinasa activada por mitégenos; MAPK: proteina/quinasa activada por mitdgenos;
MAPKAPK: proteina/quinasa activada por MAPK; MEK: quinasa/quinasa regulatoria de la sefal
extracelular; ERK: quinasa de regulacion de la sefial extracelular; RSK: quinasa ribosomal S6; MNK: quinasa
interactiva con las MAPKs; MSK: quinasa activada por mitégenos y estrés; GPCR: receptor acoplado a
proteina G; Raf: proto-oncogen Raf; TPL: lugar de progresion del tumor; MTK: quinasa de metiltiorribosa;
DLK: proteina tipo delta; TAO: quinasa 1001 aminoacidos; MKK: quinasa/quinasa activada por mitégenos;
JNK: quinasa NH:z terminal de c-jun; FASL: ligando de FAS; UV: ultravioleta; TAK: quinasa asociada a tat;
MLK: quinasa de linaje mixto; MEKK: quinasa/quinasa regulatoria de ERK; p38: proteina 38; ELK: proteina
que contiene el dominio ETS; ATF: factor de transcripcion activador; AP: proteina activadora; STAT:
activador de la transcripcidén y transductor de la sefal; MEF: factor potenciador de miocitos; CREB:
proteina de union a elementos de respuesta a cAMP; C/EBP: proteina potenciadora de la unién a CCAAT.

La implicacidon de las DUSPs en las diferentes patologias parece agregar incluso ain mas
especificidad a sus propias caracteristicas intrinsecas por lo que se postulan para tratar de
modular de una manera mas selectiva la gran cantidad de procesos en los que participan las
MAPKs, abriendo un horizonte prometedor en su aplicabilidad en multitud de enfermedades
(Rios et al., 2014). Relacionadas con el SNC, tenemos a DUSP1/MKP-1, DUSP2/PAC-1 vy
DUSP6/MKP-3 (Kodama et al., 2005, Duric et al., 2010, Morente et al., 2014).
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Las MAPKs conectan también con otras importantes vias de sefializacion como la JAK/STAT y la
PI3K/Akt. Tanto p38, ERK, como la isoforma delta de la proteina quinasa C (PKC-8) inducen la
fosforilacién del residuo Ser727 de STAT1 promoviendo su homodimerizacién y translocacién al
nucleo (Kovarik et al., 1999, Uddin et al., 2002, Li et al., 2010) y dicho mecanismo se produce
mas temprano que la fosforilacion en Tyr701 via IFN de tipo | que produce heterodimeros
STAT1/2, ambas sucediéndose tras la activacidon de TLR-4 (Rhee et al., 2003). Por otro lado, el
receptor del IFN-y con la participacion de las JAKs 1 y 2 estimulan la via PI3K/Akt y ejercen
efectos similares sobre STAT1 (Shuai et al., 1992). La comunicacién entre las MAPKs y PI3K/Akt
requiere de una exquisita regulacidon con multiples relaciones entre ellas en funcidn de sefales
externas al representar, de manera general, consecuencias vitales para el ciclo celular

(Aksamitiene et al., 2012).

Mas de 2200 interacciones proteicas han sido identificadas entre las MAPKs y el resto de la
magquinaria celular, otorgdndoles un papel crucial en la biologia celular llegdndose a establecer
el concepto de “interactoma de las MAPKs” (Bandyopadhyay et al.,, 2010). Tan vital es su
sefalizacion en el sistema inmune que incluso microorganismos patégenos como
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica o Bacillus anthracis han tratado
evolutivamente de modular su actividad para intentar evadirlo (Jones et al., 2008, Ali et al., 2011,
Kim et al., 2012). No es de extrafiar, por lo tanto, que su potencial antiinflamatorio derivado de
esta evasion de la activacion de las MAPKs haya suscitado el interés desde un punto de vista
farmacéutico a pesar de la dificultad a la hora de no afectar a otros sistemas celulares (Cohen,

2009).

3.2.El factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2)

Una de las consecuencias de la inflamacién crdnica es la acumulacién de radicales libres y la
generacidn de estrés oxidativo/nitrosativo que supone un factor de riesgo para el correcto
funcionamiento del tejido, produciendo deficiencias graves que pueden conducir al dafioy a la
muerte celular. La neuroinflamacion no es ajena a esta situacion y, particularmente en
depresion, datos tanto clinicos como experimentales indican la atenuacidn a nivel periférico de
la capacidad antioxidante global en sangre debido a los bajos niveles plasmaticos de
antioxidantes como el glutatién, la vitamina E o la coenzima Q10 y de enzimas antioxidantes
como la glutatidn peroxidasa (GPx) (Anderson y Maes, 2014). Teniendo esto en cuenta, se estd
explorando la posible accién farmacoldgica de moléculas con propiedades antioxidantes como

la melatonina o la curcumina (Lopresti et al., 2015, Oglodek et al., 2016) asi como la afectacion
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de los mecanismos inherentes de los que disponen las células para enfrentar un desafio mediado

por radicales libres donde Nrf2 resulta fundamental.

Descubierto a mediados de los 90 (Moi et al., 1994), este factor de transcripcion de la familia
“Cap’n’collar” con estructura de cremallera de leucina pronto se descarta como fundamental en
la eritropoyesis (Chan et al., 1996) y se observa su habilidad para reconocer los elementos de
respuesta electrofila (EpRE) y los de respuesta antioxidante (ARE) (Wasserman y Fahl, 1997) del
genoma presentes en los promotores de las enzimas detoxificantes de fase Il como la
hemoxigenasa 1 (HO-1), la NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1), la superdxido
dismutasa 1 (SOD-1), la GPx-1 y la catalasa (Venugopal y Jaiswal, 1996, Itoh et al., 1997,
Venugopal y Jaiswal, 1998, Lee et al., 2003a). Tradicionalmente ha copado las investigaciones
en cancer (Ramos-Gomez et al., 2001, DeNicola et al., 2011) aunque las evidencias sobre los
procesos inflamatorios inducidos por estrés en el SNC de la ultima década le han situado como
una de las dianas prometedoras en el estudio de las patologias del mismo que cursan con un
componente inflamatorio y de estrés oxidativo/nitrosativo (Djordjevic et al., 2015, Mendez-

David et al., 2015).

La regulacion del sistema Nrf2 va encaminada al mantenimiento inactivo de niveles de expresion
basales bajos en el citoplasma preparados para una induccion rdpida de su actividad ante la
presencia de especies reactivas de oxigeno o nitrégeno. De ello se encarga su principal inhibidor,
la proteina asociada a ECH tipo-Kelch 1 (Keap-1) que forma homodimeros capaces de conectar
su dominio Kelch C-terminal al Neh2 N-terminal de Nrf2 (Itoh et al., 1999). Por el extremo N-
terminal, Keap-1 es capaz de unirse al complejo ubiquitina ligasa 3 a través del adaptador culina-
3 que marca a Nrf2 para su degradacion por el proteasoma 26S (Kobayashi et al., 2004). Existen
diversas teorias acerca del mecanismo bioquimico por el que se produce la disociacidn entre
Nrf2 y Keap-1 para permitir la accién de Nrf2 en el ndcleo (Dinkova-Kostova et al., 2002, Levonen
et al., 2004, Zhang et al., 2005, Kobayashi et al., 2006, Niture et al., 2009). La autorregulacion
del sistema Keap-1/Nrf2 parece estar controlada por retroalimentacidn negativa en la expresion
de sus componentes (Kaspar y Jaiswal, 2010), la habilidad de Keap-1 para translocar al nucleo y

degradar a Nrf2 (Niture et al., 2009) y la induccidn de genes del proteasoma (Kwak et al., 2003).

Keap-1 es el principal inhibidor directo de Nrf2, pero no es el Unico capaz de modular su
actividad. La translocacion nuclear de Nrf2 para el ejercicio de su funcién antioxidante guarda
una estrecha relacién con procesos de fosforilacion catalizados por quinasas como PKC (Huang
et al., 2000), las de la via PI3K/Akt (Lee et al., 2001, Kang et al., 2002), ERK y JNK (Xu et al., 2006).

Sin embargo, la actividad de otras quinasas se encuentra inversamente relacionada con la
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capacidad antioxidante de Nrf2, caso de p38 estabilizando el complejo Keap1-Nrf2 (Keum et al.,
2006) o la glucdgeno sintasa quinasa 3 beta (GSK-3f3) estimulando la degradacién proteasomal
de Nrf2 independiente de Keap1 (Rada et al., 2012) o provocando su expulsién nuclear a través
de las quinasas Src (Niture et al., 2011). Este ultimo ejemplo sirve para recalcar que las acciones
de las quinasas sobre Nrf2 no necesariamente suceden por interaccién directa con el complejo

Keap-1/Nrf2 si no mediante sefializacion indirecta (Sun et al., 2009b) (Figura 19).
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Figura 19. El sistema antioxidante factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2). PI3K:
fosfatidilinositol 3-quinasa; ERK: quinasa reguladora de la sefial extracelular; Akt: proteina quinasa B; GSK-
3p: glucogeno sintasa quinasa 3-beta; Keap-1: proteina asociada a ECH tipo-Kelch 1; C/EBPf: proteina
potenciadora de la unién a CCAAT; XRE: elementos de respuesta electrofila; ARE: elementos de respuesta
antioxidante; SOD-1: superdxido dismutasa-1; HO-1: hemoxigenasa 1; NQO-1: NAD(P)H quinona
deshidrogenasa-1; GPx-1: glutatidn peroxidasa-1; Cat: catalasa; NF-kB: factor nuclear kappa B; PPARYy:
receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma; 15-dPGJ,: 15-deoxi-A>*-prostaglandina Ja.

Los procesos autofagicos influyen también en la actividad de Nrf2. La nucleoporina p62 (p62),
sustrato autofagico selectivo y de transporte de proteinas con defectos en el plegamiento,
funciona como un sensor ante el mal funcionamiento del sistema ya que defectos en la autofagia
provocan estrés oxidativo y acumulacién de p62, capaz de inducir el sistema antioxidante Nrf2
al secuestrar a Keap-1 en agregados (Komatsu et al., 2007, Komatsu et al., 2010). El gen de p62
contiene secuencias ARE en su region promotora, por lo que es a su vez susceptible de activacion
por Nrf2 provocando un feedback positivo (Jain et al.,, 2010). Por ultimo, el campo de la
epigenética también se abre paso en la regulacidon promotora de Nrf2 con la implicacién de la
acetilacidn de histonas o las islas CpG de silenciamiento génico (Sun et al., 20093, Su et al., 2013).
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La configuracidn de la respuesta Nrf2 como mecanismo de proteccién celular frente a amenazas
articuladas por radicales libres que comprometen la integridad celular la sitda en las antipodas
de la neuroinflamacién crénica descrita en las patologias del SNC. No es de extrafiar que se haya
descrito una comunicacion bidireccional entre ambos sistemas antagdnicos tomando al NF-xB
como referencia de factor proinflamatorio en este tipo de procesos y discurriendo la mayoria de
las alternativas propuestas alrededor de los mecanismos indirectos que ya han sido sefialados
(Liu et al., 2008, Nair et al., 2008, Yu et al., 2011). En este balance, del lado “neuroprotector”
junto a Nrf2 se sitia también el receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma
(PPAR-y) capaz de inhibir la respuesta inflamatoria y su toxicidad asociada (Ricote et al., 1998).
Reforzando mas esta idea de equilibrio homeostético, la 15-deoxi-A***-prostaglandina J; (15-
dPGJ,) es un agonista enddgeno de los receptores antiinflamatorios PPAR-y (Forman et al., 1995)
y es producida por deshidratacion no enzimatica a partir de la prostaglandina D,, producto a su
vez de la accion de las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1, COX-2) siendo la COX-2 inducida por el factor
proinflamatorio NF-kB. Ademas, la 15-dPGJ; parece ejercer parte de sus acciones a través de

Nrf2 (Kansanen et al., 2009, Bancos et al., 2010, Haskew-Layton et al., 2013).
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4.Inflamacion periférica: consecuencias
gastrointestinales y conexion con el
microbioma

Ya ha sido explicado en el punto 1.2.2 de la presente Tesis Doctoral que la depresidn cursa con
inflamacidn tanto a nivel central como periférico. La cronicidad de dicha inflamacidn periférica
inducida por el estrés provoca una disfuncion intestinal desorganizando las uniones
intercelulares estrechas o tight junctions en el colon (Ponferrada et al.,, 2007), lo cual es
coherente con el hecho de que los pacientes psiquiatricos habitualmente presentan sintomas
gastrointestinales asi como los pacientes con patologias gastrointestinales sufren a menudo la
comorbilidad de una enfermedad psiquiatrica (Sobanski et al., 2015, Bekhuis et al., 2016). Por lo
tanto, intestino y cerebro parecen estar relacionados, afirmacién poco novedosa ya que
sabemos de la existencia de estructuras nerviosas en el intestino desde hace mas de 150 afios,
culminando con los estudios de Robertson y Langley a principios de siglo acufiando este ultimo
el término “sistema nervioso entérico” (Langley, 1921). Es mas, el desarrollo embrionario las
conecta por su migracidon desde la cresta neural hasta el punto de formar dos plexos en el
aparato digestivo, el mientérico y el submucoso (Nagy y Goldstein, 2017). Sefialando mas
evidencias, aproximadamente el 95% de la serotonina, uno de los principales neurotransmisores

de nuestro organismo, se expresa en el intestino (Gershon y Tack, 2007).

Sin embargo, no ha sido hasta las ultimas dos décadas cuando se ha profundizado y obtenido
avances sobre los engranajes que gobiernan esta comunicacion y sus implicaciones en fisiologia
y patologia. El intestino es el érgano que mas microorganismos alberga en el dmbito del cuerpo
humano y su papel va mucho mas alld de la pura relacidn simbionte conocida en la digestion ya
que participaran y dirigirdn de manera crucial una gran cantidad de procesos a lo largo de la vida
del individuo. Este concepto ha resultado revolucionario y en 2008 dio comienzo el ambicioso
Proyecto Microbioma Humano para tratar de caracterizar las poblaciones microbianas
presentes en el organismo en situaciones de salud y enfermedad, cuyas actualizaciones estan
teniendo un gran impacto en la comunidad cientifica (Human Microbiome Project Consortium,
2012). Nos encontramos, probablemente, ante una nueva visién de la fisiologia humana que la
hace depender no sélo de sus propias estructuras y caracteristicas, sino de la interaccion con los
organismos vivos que conforman el conocido como microbioma y que adquiere una dimension

de especial importancia en el SNC.
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4.1.El eje microbiota-intestino-cerebro

Revisada recientemente la proporcion que situaba al 90% de las células de nuestro cuerpo como
microbianas y ubicada mds cercana a un 56%, aun resulta sorprendente que haya en él mas
células de organismos microbiolégicos que propiamente humanas (Sender et al., 2016). Las
cifras son todavia mas espectaculares si cabe al mirarlas desde el punto de vista gendmico ya
gue el conjunto de genes aportado por la microbiota asciende a casi 10 millones, 500 veces el
genoma humano (Li et al., 2014b). Se erige asi el concepto de “superorganismo” para la especie
humana representando al colectivo formado por células microbianas y humanas fruto de una

coevolucién en busqueda del beneficio comun (Sleator, 2010).

La gran mayoria de los organismos microbioldgicos colonizan el intestino, con concentraciones
que oscilan desde 10'-10° células por gramo en el duodeno hasta 10!-10'? en |a parte distal del
colon (Qin et al., 2010). Atendiendo a la clasificacién filogenética, los phyla mas representados
son Firmicutes y Bacteroidetes, aunque también estan presentes Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, Verrucomicrobia y Cianobacterias y la distribucidén de los mismos no es uniforme,
sino que existen importantes diferencias entre el lumen intestinal y la capa mucosa. La
composicidon y funcién de la microbiota intestinal es extraordinariamente variable entre
individuos, con grandes fluctuaciones en el tiempo durante las fases iniciales del desarrollo y en
situaciones patoldgicas, aunque también afectada por otra serie de aspectos como la genética,
la dieta o el ambiente, donde adquiere protagonismo el estrés. Sin embargo, a pesar de esta
tremenda variabilidad, compartimos como especie un ntcleo del microbioma que asigna al
mismo una funcionalidad especifica en cada situacién vital y de cuya modificacion puede

provenir el advenimiento de patologias (Lozupone et al., 2012) (Figura 20).
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Figura 20. Variacion interindividual del microbioma (a) y estabilidad de las rutas metabdlicas en la
poblacion sana (b) (Human Microbiome Project Consortium, 2012). RC: pliegue retroauricular.
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Se han propuesto diversos mecanismos por los que la microbiota intestinal podria modular las
funciones del SNC (Figura 21). La administracion exégena de bacterias, ya sean probidticas o
patdgenas, puede cambiar la flora bacteriana al competir por nutrientes, afectar el crecimiento
de otras especies por su propio metabolismo, colonizar determinados lugares de la barrera
intestinal o afectar a las funciones digestiva e inmune y tener incluso consecuencias a nivel del
comportamiento (Kelly et al., 2016). Los cambios en la funcién inmune inducidos por las propias
bacterias intestinales pueden estar relacionados con la patologia depresiva (Garate et al.,
2011a). Otra de las vias de comunicacidn es puramente neuronal y se basa en la participacion
del nervio vago, principal en la transmisidn parasimpatica, y a través del cual las bacterias
inducen respuestas comportamentales (Pérez-Burgos et al.,, 2013). A nivel endocrino, las
bacterias son capaces de intervenir en los péptidos secretados por las células enteroendocrinas
con implicaciones centrales como la regulacién metabdlica del apetito (Schele et al., 2013). Los
metabolitos generados por determinadas poblaciones bacterianas ejercen acciones sobre el
cerebro (Kimura et al., 2013) y las propias bacterias interfieren con el metabolismo de la
serotonina al desviar el triptéfano necesario para su sintesis hacia la via de las kinureninas como
consecuencia de la respuesta inflamatoria (Raison et al., 2009), con importantes implicaciones
para el SNC y el comportamiento que serd desgranado en el punto 5.2 de la presente Tesis

Doctoral.
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Figura 21. El eje microbiota-intestino-cerebro (Kelly et al., 2015). HPA: hipotadlamo-hipodfisis-adrenal; CRF:
factor liberador de corticotropina; ACTH: hormona adrenocorticotropa; SCFA: acido graso de cadena
corta.
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Debido a sus caracteristicas y a las evidencias disponibles, tres moléculas se han postulado como
claves en la comprensién de la comunicacidn intestino-cerebro por las acciones que
desempenan en lugares claves del sistema. La molécula de sefalizacidn critica en el eje parece
ser la serotonina. En el tracto gastrointestinal, su sintesis la llevan a cabo las células
enterocromafines, principal reserva corporal de dicha sustancia, y cumple un rol crucial en los
procesos de secrecion, sefializacién y permeabilidad intestinal (Keszthelyi et al., 2014) pudiendo
el propio microbioma modular la produccion de serotonina en dichas células (Yano et al., 2015).
Se han descubierto unas unidades neurovasculares denominadas “neuropods” que podrian
servir de estructura puente entre las bacterias y el SNC a través de las células enterocromafines
(Bohorquez et al., 2015). En el SNC, la serotonina es uno de los principales neurotransmisores
por lo que la funcién que desempeiia en ambos sistemas es lo suficientemente importante como
para articular una eventual interaccién entre ambos. Por otro lado, tenemos a los TLRs, cuyas
funciones inmunes en el reconocimiento de microorganismos han sido detalladas, asi como su
presencia en el SNC. Ademas, su expresion en el intestino mantiene la funcién de la barrera
epitelial al promover la proliferacion de sus células, la secrecidn de IgA al lumen y la expresion
de péptidos antimicrobianos (Moyano-Porcile et al., 2015). La desregulacion de los mismos y la
inflamacidn crénica asociada interfieren en el correcto funcionamiento del eje a todos los
niveles. Por ultimo, dentro de los metabolitos bacterianos merece especial atencion el grupo de
los 4cidos grasos de cadena corta (SCFAs) que constituyen auténticas sefiales neurohormonales.
Pueden acceder al SNC a través de los transportadores de monocarboxilato de la BHE (Steele,
1986) y modificar funciones hipotaldmicas como el apetito (Frost et al., 2014) mientras que en
el epitelio intestinal colaboran en su mantenimiento, relaciondndose su déficit con

enfermedades intestinales como el colon irritable (Pozuelo et al., 2015).

4.2.la traslocacién bacteriana inducida por estrés y las
enfermedades psiquiatricas

El SNC y la microbiota intestinal presentan un cierto paralelismo en sus respectivos desarrollos
lo que nos lleva a pensar en la posible interaccién de ambos sistemas a lo largo de la vida de un
individuo, ya sea en el desarrollo o en la edad adulta (Figura 22). La microbiota intestinal, por
tanto, lleva a cabo una funciéon vital para el cuerpo humano pero su propia actividad o
naturaleza, aunque no sean patdgenos, les hace susceptibles de ejercer efectos perjudiciales y
contribuir al desarrollo de patologias al encontrarse fuera de su habitat simbionte. En el campo
de la psiquiatria, numerosos estudios han mostrado que la modificacién de la microbiota

intestinal es capaz de modular el comportamiento y la actividad cerebral y viceversa (Schmidt,
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2015), situacién no exclusiva a la especie humana, sino que se da en muchos géneros animales

(Ezenwa et al., 2012)
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Figura 22. Perfil temporal de las etapas del neurodesarrollo en relacion a la edad de inicio de las
enfermedades mentales y al grado de estabilidad y diversidad de la microbiota a lo largo de la vida del
individuo (Borre et al., 2014). ADHD: trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad.

El principal mecanismo que puede estar implicado en la relacidén entre las bacterias intestinales
y las enfermedades psiquidtricas es la traslocacién bacteriana. Consiste en el paso de bacterias,
convirtiéndose en “patobiontes”, o sus componentes a su través de la barrera intestinal y el
estrés juega un papel fundamental en el proceso, destacandose como otro punto mas en comun
entre las patologias psiquiatricas y gastrointestinales. De ahi la importancia de las barreras
fisicas y, pensando en una hipotética interaccidén con el cerebro, la primera que se encuentran

las bacterias es el epitelio intestinal.

La principal funcién de la barrera epitelial en el intestino es la regulacién del intercambio de
sustancias a su través y tal es su papel en la defensa del organismo que sobre la correcta
ejecucién de este proceso descansa la dualidad entre tolerancia e inmunidad frente a antigenos
propios y ajenos con su consiguiente repercusion en las enfermedades autoinmunes (Christen y
von Herrath, 2004). Su estructura consiste en una monocapa de células epiteliales selladas entre
si por las uniones intercelulares estrechas o tight junctions compuestas por proteinas como
claudina, ocludina, triculina y zona occludens-1 (Z0-1) (Farquhar y Palade, 1963, Stevenson et
al., 1986) y una capa mucosa de grosor no uniforme a lo largo del intestino formada

fundamentalmente por mucinas. Esta ultima contiene IgA y péptidos antimicrobianos y amplia
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su tamano en el colon con una densa segunda capa formada a partir de la interna que se renueva
cada hora (Johansson et al., 2011). La barrera se constituye al final del primer trimestre del
embarazo y su desarrollo funcional prosigue en el periodo post-natal por lo que coincide
temporalmente con el desarrollo de la microbiota. En estos primeros meses de vida, el
microbioma se ve influenciado por situaciones de estrés, enfermedad o la propia microbiota
materna durante el embarazo, aspectos genéticos, la existencia o no de amamantamiento, el
nacimiento por parto natural o cesdrea y la hospitalizacién durante el mismo, el uso de
antibioticos y el entorno, como por ejemplo el contacto con otros individuos o mascotas (Borre
et al., 2014). La composicidon microbiana del individuo se comienza a parecer a la de un adulto a
los tres anos de vida, no obstante, estas fluctuaciones no se limitan a los momentos del
desarrollo y, como ha sido sefialado previamente, dependen también de otros factores en la
edad adulta. Reciprocamente, la microbiota participa e influye en la constitucidn de la barrera'y
recientes investigaciones asignan un posible papel a los microRNAs en dicho proceso (Cichon et

al., 2014).

La ultima estructura con la que deberian tener relacién los microorganismos para acceder a
modificar la funcidn cerebral es la BHE. Encontramos en ella un paralelismo con el intestino ya
gue estructuralmente es una compleja unidad neurovascular constituida por astrocitos,
pericitos y células endoteliales unidas por tight junctions sellando todas ellas el lumen vascular
y su desarrollo se corresponde también con el periodo embrionario (Bauer et al.,, 2014).
Investigaciones llevadas a cabo gracias a la tecnologia de los ratones libres de microorganismos
o germ-free apuntan a que la BHE es vulnerable frente a cambios en la microbiota intestinal
(Braniste et al., 2014). El uso de esta tecnologia también ha demostrado que la microbiota
normal residente en el intestino modula el desarrollo cerebral y el comportamiento (Diaz Heijtz

et al., 2011).

Las consecuencias o contribucion que podria acarrear el fenédmeno de la translocacién
bacteriana para el organismo y sus diferentes patologias hacen que se esté explorando el
epitelio intestinal como una de las principales dianas farmacoldgicas para evitar las acciones
deletéreas microbianas (Figura 23). Entre las posibles intervenciones propuestas destacan las
modificaciones dietéticas, probidticos y prebidticos, terapia con antibidticos y trasplante de
heces (Fond et al., 2015). La dieta es un aspecto critico en la composicidn del microbioma por lo
que favorecer dietas de bajo contenido en grasa y alto en fibra (Wu et al., 2011), el consumo de
antioxidantes y acidos grasos 3 (Patil et al., 2011, Shi et al., 2016) y evitar deficiencias en

nutrientes necesarios para la actividad de la alcalina fosfatasa intestinal como el zinc o el
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magnesio (Malo et al., 2010) podrian presentar potencial terapéutico. Especial atencién merece
el auge en los ultimos afios de los probidticos, definidos como los organismos vivos,
habitualmente bacterias o levaduras, que ayudan a la funcién digestiva y resultan beneficiosos
para la salud. Debido a la habilidad de algunos de ellos en el mantenimiento y restauracion de
la barrera intestinal, se les estd considerando para el tratamiento de enfermedades inducidas
por el estrés como las psiquiatricas (Huang et al., 2016, McKean et al., 2016, Pirbaglou et al.,
2016). Asimismo, la administracion directa de prebidticos relacionados con la produccién de
acidos grasos de cadena corta y su capacidad antiinflamatoria representa otra posible via de
intervencién (Ginty y Conklin, 2015). Los antibidticos, ademas de su utilizacién en investigacion
como herramienta farmacoldgica para modular la composicion del microbioma, estan
explorandose como adyuvantes en el tratamiento de la depresién (Emadi-Kouchak et al., 2016).
Por ultimo, el trasplante de heces aporta evidencias, hasta el momento Unicamente en animales,
de su potencial utilizacion en el futuro en enfermedades psiquiatricas (Kelly et al., 2016, Zheng

et al., 2016).

La irrupcién de los dltimos avances cientificos sobre el microbioma ha revolucionado la forma
de entender las enfermedades hasta el punto de que a finales del afio 2016 se encuentran
activos 301 ensayos clinicos relacionados con el microbioma de los cuales 14 guardan relacion

con los trastornos depresivos (ClinicalTrials.gov National Institutes of Health, 2016).
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Figura 23. La comunicacion bidireccional intestino-cerebro en situaciones de salud y enfermedad (Borre et
al., 2014). CNS: sistema nervioso central; SCFA: acido graso de cadena corta.
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5.La serotoninay la depresion

La serotonina ha sido tradicionalmente el neurotransmisor mas vinculado con los trastornos
depresivos constituyendo el aumento en su transmision la principal diana farmacoldgica de los
antidepresivos mas utilizados y llegando a conocerse coloquialmente como “la hormona de la
felicidad. En 1952 se concluyd que la sustancia previamente descrita en células
enterocromafines nombrada como enteramina (Erspamer, 1946) y el vasoconstrictor presente
en el suero al que denominaron serotonina (Rapport et al., 1948) eran la misma molécula, la 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (Erspamer y Asero, 1952). Pocos afios mas tarde se identifico su papel
en el SNC (Brodie et al., 1955) y terminaron asi de definirse las tres principales localizaciones
fisiolégicas de la serotonina: el tracto gastrointestinal (responsable del 90% de la misma), las

plaquetas y el SNC.

En el cerebro de un roedor, de manera similar al humano, las neuronas serotoninérgicas se
organizan en nueve agrupaciones en el nucleo del rafe proyectando los mas caudales (B1-B3)
hacia la médula espinal y la periferia, mientras que los dorsales (B6, B7) y los mediales (B5, B8)
lo hacen hacia diferentes regiones cerebrales de manera no exclusiva, incluyendo la corteza
frontal y el hipocampo. Se convierte, por lo tanto, en el neurotransmisor clasico mas
ampliamente distribuido y responsable de articular una gran variedad de procesos como el
control cognitivo, la regulacién de las emociones, las respuestas auténomas y la actividad
motora asi como la plasticidad neuronal y la modulacién de otras redes de neurotransmision
como la glutamatérgica (Figura 24) (Lesch y Waider, 2012). La naturaleza de su participacion en
el funcionamiento del SNC hace critica su implicacién en trastornos psiquidtricos como la
depresion.
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Figura 24. Sistema serotoninérgico en el cerebro de un roedor (Lesch y Waider, 2012). MFB: fasciculo
medial del prosencéfalo; B: nucleo del rafe; MR: nucleo medial del rafe; DR: nucleo dorsal del rafe.
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Bioquimicamente, el precursor de la sintesis de serotonina es el triptéfano, aminoacido esencial
que se convertird en 5-HT por la accidn consecutiva de la triptéfano hidroxilasa y la
descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos. De su degradacidn se ocuparan las MAOs y de su
recaptacion de la hendidura sinaptica el transportador de serotonina (SERT), diana de los ISRSs.
Su accién biolégica como neurotransmisor se realiza mediante su unidn a receptores especificos

de serotonina (Figura 25) (Wong et al., 2005).
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Figura 25. Procesos bioquimicos asociados a la transmision serotoninérgica (Wong et al., 2005). TH:
tirosina hidroxilasa; 5-HTP: 5-hidroxitriptofano; AADC: descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos; 5-HT:
serotonina; 5-HTx: receptor de serotonina “x”; MAO: monoaminooxidasa; SSRI: inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina; 5-HIAA: 4cido 5-hidroxiindolacético; Gi: proteina G inhibitoria; Gq: proteina G
subunidad q; Gs: proteina G estimulante; AC: adenilil ciclasa; ATP: adenosintrifosfato; cAMP: AMP ciclico;
PC: fosfolipasa C; PIP2: fosfatidilinositol bifosfato; IP3: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol.

5.1.Los receptores de serotonina en la depresion

Existen al menos 14 tipos de receptores de serotonina agrupados en 7 familias mediando
transmisiones tanto excitadoras como inhibitorias a través de su acoplamiento a proteinas G,
salvo en el caso de 5-HTs que es un canal idnico activado por ligando (Barnes et al., IUPHAR/BPS
http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/FamilyDisplayForward?familyld=1. (acceso
06/02/2017)) (Tabla 3). De todas ellas, las mas relacionadas con la patologia depresiva son las

familias 5-HT; 5-HT, y 5-HT; (Tabla 4).

Familia Tipo Transduccion de la seiial Potencial
5-HT, Acoplado a Gi/Go ! AMPc Inhibitorio
5-HT, Acoplado a G¢/Gn1 T IP3/DAG Excitatorio
5-HT3 Canal idnico Na*/K* Despolarizacién Excitatorio
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5-HT, Acoplado a G; T AMPc Excitatorio
5-HTs Acoplado a Gi/Go { AMPc Inhibitorio
5-HTs Acoplado a Gs T AMPc Excitatorio
5-HT; Acoplado a Gs T AMPc Excitatorio
5-HTip Huérfano - -

Tabla 3. Familias de receptores de serotonina

Familia  Receptor Efecto antidepresivo
e Autorreceptores antagonismo (Artigas et al., 1996)
> e Heterorreceptores: agonismo (Depoortere et al., 2010)
>Hh e Autorreceptores antagonismo (Dawson et al., 2006)
> e Heterorreceptores: agonismo (Hwangy Chung, 2014)
e Agonismo (Sato et al., 2010b)
5-HT3a
5-HT, e Antagonismo (Artigas, 2013)
5-HTs Agonismo (Diaz et al., 2016)
5-HT; 5-HT; Antagonismo (Canale et al., 2016b)

Tabla 4. Principales clases de receptores de serotonina (5-HT) implicados en la depresion. 5-HTx: receptor

“y,n

de serotonina “x

De la primera familia, los 5-HT3, la investigacidn se ha centrado en los HT1a y HT1s, ya que para
los 5-HTip 5-HTie 5-HTir se encuentran disponibles escasos estudios relacionados con la
depresion tanto por las herramientas disponibles como por sus propias caracteristicas. Tanto los
receptores 5-HT1a como 5-HTis funcionan inhibiendo la adenilil ciclasa y abriendo canales de
potasio (K*), por tanto, ejerciendo un potencial inhibitorio pre sindpticamente como
autorreceptores o post sindpticamente como heterorreceptores. Su funcién como
autorreceptores es fundamental para la regulacién de la transmisidn serotoninérgica al
completar un feedback negativo sobre la neurona pre sindptica, aunque su distribucidn cerebral
marca diferencias sustanciales. Los 5-HTia constituyen el autorreceptor por excelencia y se
localizan principalmente sobre las neuronas de los nucleos del rafe por lo que su sefializacién
tiene un gran efecto en la reduccidn de los niveles globales de serotonina en el cerebro, dadas
sus multiples proyecciones (Sprouse y Aghajanian, 1987). A este mecanismo se le ha atribuido
la demora temporal en la efectividad de los ISRSs hasta que consiguen la desensibilizacién de
estos receptores (Artigas et al., 1996). De hecho, algunos estudios muestran el aumento de su
densidad en la depresion y riesgos genéticos derivados del mismo (Parsey et al., 2006, Neff et

al., 2009) aunque la administracién concomitante de antagonistas 5-HT1a con los ISRSs no ha
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sido efectiva en pacientes resistentes al tratamiento (Pérez et al., 1999). Sin embargo,
numerosos estudios atribuyen propiedades beneficiosas a moléculas que presentan agonismo
parcial por estos receptores, encontrandose esta propiedad presente en la vortioxetina,
recientemente aprobado como antidepresivo (Bortolozzi et al., 2012, Mork et al.,, 2012).
Ademads, dentro de sus funciones como heterorreceptores con importante presencia en
hipocampo, septum, amigdala y regiones corticolimbicas, en el hipocampo acttdan estimulando
la neurogénesis en la regién CA3 por lo que un efecto agonista sobre ellos resultaria en un
potencial antidepresivo (Blier y Ward, 2003). Una de las vias de desarrollo de nuevos farmacos
frente a la depresion trata de aprovechar estas caracteristicas y aunar ambos efectos a través
del desarrollo de moléculas agonistas con una mayor afinidad por los heterorreceptores 5-HT1a

y menor por los autorreceptores (Depoortere et al., 2010).

Por su parte, los autorreceptores 5-HTiz poseen localizacion axonal en lugar de
somatodendritica como los 5-HT1a, por lo que su responsabilidad en el tono serotoninérgico no
resulta tan generalizada (Sprouse y Aghajanian, 1987). Los 5-HT1p post sindpticos se expresan en
neuronas no serotoninérgicas y modulan la liberacién de otros neurotransmisores como
acetilcolina, dopamina, noradrenalina, glutamato y acido gamma-aminobutirico (GABA). Como
consecuencia, la distribucién de los 5-HTis en el cerebro es muy amplia, con una fuerte
expresion en los ganglios basales y el subiculo dorsal del hipocampo y moderada en la corteza
cerebral, la capa molecular del hipocampo, el nicleo entopeduncular, la capa superficial gris del
coliculo superior, el caudado-putamen y el nicleo profundo del cerebelo (Sari, 2004). Debido a
esta dualidad, el 5-HT1s ha sido implicado en efectos antidepresivos tanto por antagonismo
(Tatarczynska et al., 2004, Dawson et al., 2006) como por agonismo del mismo (Hwang y Chung,
2014, Yamanaka et al., 2014). La importancia para discernir entre auto y heterorreceptores ha
otorgado protagonismo a la proteina S100 de unidn a calcio A10 (S100A10 o p11), molécula
implicada en la disposicién de este receptor en la membrana y que se encuentra disminuida en

depresion (Svenningsson et al., 2006).

La familia de los 5-HT,, de localizacidon post sindptica, ha sido clasicamente vinculada con la
accion antidepresiva. Los 5-HT,4 alcanzan un alto grado de expresion en el neocértex asociados
a las transmisiones GABA y glutamatérgica (de Almeida y Mengod, 2007), aunque se extienden
por todo el cerebro. Su actividad parece ser necesaria para la accién de los antidepresivos
convencionales (Sato et al., 2010b), aunque su papel en depresién alin no esta demasiado claro.
Una interesante aportacion acerca de un posible antagonismo beneficioso de los 5-HT;a surge

de su colocalizacién con los 5-HT1a en dreas corticolimbicas, por lo que el bloqueo de su actividad
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impulsaria la accidn sobre los 5-HT1a, reduciendo la transmision de serotonina. La zona ventral
del cingulo anterior contiene mayor proporcidn de los 5-HT1a sugiriendo un posible predominio
inhibitorio en dicha zonay proyecta hacia zonas subcorticales donde precisamente se encuentra
el drea 25 de Brodmann, implicada en el tratamiento de la depresién resistente mediante la
estimulacién cerebral profunda (Artigas, 2013). Habitualmente relacionados con su distribucidn
periférica, los 5-HT2s no han sido muy caracterizados en los trastornos depresivos pero recientes
estudios apuntan a la necesidad de su presencia para la accion antidepresiva y su expresion en
el nucleo dorsal del rafe (Diaz et al., 2016), por lo que se abre la puerta a una nueva diana
farmacolégica de potencialidad limitada de antemano por las funciones pulmonares y
cardiovasculares periféricas de dicho receptor. El Gltimo componente de esta familia, el 5-HTc,
se distribuye también en diversas areas cerebrales con especial importancia en su influencia
sobre transmisiones GABAérgicas y dopaminérgicas (Bubar et al., 2011). Su papel en patologia
depresiva dista mucho de estar claro, con efectos antidepresivos mostrados por antagonistas en
su administracién concomitante junto a ISRSs que podrian deberse a la desensibilizacidn crénica
de los receptores (Cremers et al., 2004) pero también con potencial antidepresivo descrito para

sus agonistas (Cryan y Lucki, 2000).

Con poco mas de dos décadas desde su descubrimiento, el receptor 5-HT; se ha implicado en
los procesos depresivos debido a su influencia en la regulacién del aprendizaje, la memoria, la
actividad locomotora y exploratoria, la termorregulacién, los ritmos circadianos, el suefo vy el
estado de animo mediante una importante presencia en el tdlamo, hipotalamo, hipocampo
corteza y amigdala (Varnas et al.,, 2004, Guseva et al., 2014). El bloqueo del 5-HT; se ha
relacionado con propiedades antidepresivas (Stroth y Svenningsson, 2015b, Canale et al., 2016b)
y la habilidad de gran parte de los antipsicoticos por modular este receptor se esta probando

como potenciador del efecto de los antidepresivos convencionales (Berman et al., 2009).

Las complejas redes neuronales que se extienden en relacién con la serotonina y sus receptores
dificultan la eventual intervencidn farmacoldgica sobre los mismos pero podemos observar un
esquema simplificado que nos ayuda a entender su distribucién en el cerebro y el

funcionamiento global del sistema en la Figura 26 (Artigas, 2013).
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Figura 26. Representacion esquemdtica del funcionamiento global del sistema serotoninérgico en el
cerebro (Artigas, 2013). 5-HT: serotonina; 5-HTx: receptor de serotonina “x”; Trp: triptéfano; SSRI:
inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina; SNRI: inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina y noradrenalina.

5.2.Implicaciones de la via de las kinureninas en la depresidn:
biodisponibilidad de serotonina y excitotoxicidad
glutamatérgica

Uno de los retos que enfrenta la investigacidn en depresidn es tratar de encontrar nexos de
unién entre las evidencias que se registran y que sustentan las diferentes hipotesis
fisiopatoldgicas. En este sentido, la ruta metabdlica de las kinureninas presenta gran potencial
no sélo por su implicacién en la enfermedad si no porque ésta puede ser crucial en las
interacciones entre la inflamacién, los sistemas de neurotransmision y el eje microbiota-

intestino-cerebro (Figura 27).

Peripheral
— -
inflammation

- Inflammaﬁon
— (TNF-o, IL-1B...)

~, Oxidative-nitrosative = G|ut_amat§r_g|c NMDA
stress excitotoxicity

Figura 27. Activacion de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la ruta de las kinureninas y su conexién con
los sistemas de neurotransmision. 5-HT: serotonina; NET: transportador de noradrenalina; SERT:
transportador de serotonina; TNF: factor de necrosis tumoral; IL: interleuquina; Trp: triptéfano; TDO:
triptéfano  2,3-dioxigenasa; Kyn: kinurenina; KAT: kinurenina aminotransferasa; Haao: 3-
hidroxiantranilato 2,3-dioxigenasa; NMDA: N-metil-D-aspartato.
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El estado inflamatorio generalizado inducido por el estrés con el que cursa la depresidn puede
suponer la activacién de la IDO, enzima clave en la sintesis de kinurenina a partir de triptéfano
(Babcock y Carlin, 2000, O' Connor et al., 2009). Con una fuerte expresiéon en las células
dendriticas (Fallarino et al., 2002), la IDO articula respuestas inmunes innatas frente a patégenos
y su induccidn se ha asociado con la caida en los niveles de triptéfano en plasma registrada en
enfermedades inflamatorias o los sintomas depresivos tras tratamiento con citoquinas (Capuron
et al., 2002). Ello demuestra su potencial para afectar a la biodisponibilidad de triptéfano en la
sintesis de serotonina y podria ocurrir en el SNC donde se expresa ampliamente la IDO en
neuronas, microglia y astrocitos (Guillemin et al., 2005). Este primer paso desde el triptéfano
pueden llevarlo a cabo también la isoforma 2 de la IDO (IDO-2) y la triptofano 2,3-dioxigenasa
(TDO). La IDO-2 posee una distribucion celular diferente (Ball et al., 2007) y su funcién es aun
desconocida aunque se sabe que es enzimaticamente menos activa que la IDO-1 (Pantouris et
al., 2014). Por su parte, la TDO se expresa mayoritariamente en el higado pero también en
astrocitos y neuronas (Miller et al., 2004) y puede inducirse por GCs, aunque en circunstancias
basales la regula el propio triptéfano, por lo que su expresion es relativamente estable (Civeny

Knox, 1960).

Sin embargo, el efecto sobre el triptéfano descrito en la periferia no parece tener correlacion a
nivel del liquido cefalorraquideo, pero si lo tiene en los metabolitos derivados de la kinurenina
(Raison et al., 2010) y este hecho abrié la puerta a la profundizacion en sus propiedades. La
kinurenina por si misma es inactiva y su conversién depende del tipo celular nervioso donde se
haya producido o transportado. Compuestos neurotéxicos (3-hidroxikinurenina y acido
quinolinico) por su habilidad para generar estrés oxidativo y actuar como agonistas del receptor
NMDA son generados en la microglia. Del lado neuroprotector, los astrocitos producen acido
kinurénico, antagonista NMDA y a-7 nicotinico, y las neuronas 4cido picolinico (Dantzer et al.,
2011) (Figura 28). El equilibrio puede ser modulado por factores enddgenos que, a su vez, son
susceptibles al entorno inflamatorio tanto central como periférico (Schwarcz et al., 2012) con

las consiguientes implicaciones en patologias psiquiatricas.
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Figura 28. La via de las kinureninas en el cerebro: implicacion de los astrocitos y la microglia (Schwarcz et
al., 2012). 3-HK: 3-hidroxikinurenina; KYN: kinurenina; TRP: triptofano; 3-HANA: 4cido 3-
hidroxiantranilico; QUIN: acido quinolinico; KYNA: acido kinurénico; a7nAChR: receptor de acetilcolina a7
nicotinico; NMDAR: receptor NMDA; TCA: acido tricarboxilico.
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La induccidn inflamatoria de la IDO por agentes patolégicos a nivel periférico no es la uUnica
manera por la que el microbioma puede modular la via de las kinureninas (O' Connor et al., 2009,
Li et al.,, 2011b). Dada la importancia de la comunicacidn periferia-SNC y los sistemas de
transporte existentes, hay que tomar en consideracion la actividad bacteriana como posible
responsable en la sintesis o degradacion de estos compuestos, sumada a su capacidad
previamente mencionada de modificar los niveles de serotonina (Yano et al., 2015). El triptéfano
es un amino acido esencial en humanos y la mayoria de mamiferos por lo que la dieta limita sus
niveles, sin embargo, especies bacterianas son capaces de sintetizarlo de novo (Marinoni et al.,
2008). Curiosamente, diversas bacterias muestran cierto perfil favorable al acido quinolinico al
probar su capacidad para sintetizarlo (Sakuraba et al., 2005, Marinoni et al., 2008, Reichmann
et al., 2015), favorecer su produccién al utilizar rutas alternativas (Garavaglia et al., 2009, Liu et
al., 2010) y poder degradar el acido kinurénico (Taniuchi y Hayaishi, 1963). Estamos muy lejos
de asegurar la implicaciéon de este metabolismo bacteriano del triptéfano en presencia de
enfermedad o, incluso, en su influencia en el organismo en condiciones basales, pero

indudablemente es un factor mds a tener en cuenta a la hora de explorar esta via.
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. V4 . . .
6.Hipotesis y objetivos
Basandonos en los ultimos hallazgos y el conocimiento actual sobre la posible fisiopatologia de

los trastornos depresivos previamente descritos, se formuld la siguiente hipdtesis de trabajo:

“Los mecanismos inflamatorios desencadenados por el estrés juegan un papel en la
fisiopatologia de la depresidn a través de vias de inmunidad innata que involucran liberacién
de productos bacterianos de la microbiota intestinal y seiializacion intra e intercelular en
cerebro a través de MAPKs, factores antioxidantes y alteraciones en el metabolismo de la

serotonina y la via de las kinureninas (Figura 29)”

-

Proteina/quinasas activadas
por mitégenos (MAPKs)

N
_——

Factores

_/ﬁ—-._ antioxidantes
— (Nrf2)

Estrés

Figura 29. Hipdtesis de trabajo
Se dispusieron los siguientes objetivos generales, desgranados en objetivos especificos, con el

fin de constatar la veracidad de esta hipodtesis.

6.1.Objetivos generales

1. Evaluar la posible afectacién del mecanismo neuroprotector antioxidante articulado por
Nrf2 bajo condiciones de estrés en la corteza prefrontal y el hipocampo de rata.

2. Estudiar el papel de la IDO y los metabolitos de la kinurenina en situaciones de estrés e
inflamacién en su relacion con el sistema de transmision serotoninérgico y sus
implicaciones comportamentales.

3. Evaluar el efecto de 3 farmacos antidepresivos de diferentes mecanismos de accién
utilizados en clinica sobre los mediadores relacionados con la inflamacién y sus

consecuencias.
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4. Determinar la implicacién de las MAPKs en la neuroinflamacién registrada en la corteza

prefrontal inducida por estrés en un modelo de depresién en rata.

Investigar el papel de la traslocacién bacteriana en las alteraciones potencialmente nocivas

que provoca la exposicién crénica a estimulos estresantes y su implicacién en los trastornos

depresivos.

6. Explorar las posibles implicaciones comportamentales en depresion de parametros
relacionados con la inflamacién mediante una aproximacion a través del sickness behavior
inducido por la administracidn de LPS en ratones.

7. Evaluar la posible traslacionalidad de la activacién de TLR-4 como potencial diana
terapéutica ante resistencias al tratamiento farmacoldgico comprobando si los parametros
afectados en el modelo animal aparecen también modificados en el cerebro de pacientes

depresivos tras suicidio.

6.2.Objetivos especificos

1. Analizar el impacto del modelo de depresion chronic mild stress (CMS) en la expresion de
las MAPK, la ruta de Nrf2, la via de las kinureninas y el sistema de neurotransmision de
serotonina.

2. Estudiar los efectos sobre el CMS en rata tras la administraciéon de un representante de
cada uno de los principales grupos de antidepresivos mas utilizados en clinica (ATC, ISRS e
IRSN).

3. Utilizar la descontaminacién intestinal con antibidticos en rata como aproximacién
experimental para determinar la participacién de bacterias de la microbiota en la
neuroinflamacidn y el comportamiento de tipo depresivo.

4. Explorar las implicaciones de la activacién inflamatoria de la IDO sobre el comportamiento
en modelos de ratdon transgénico tras el estimulo inflamatorio con LPS y evaluar la
respuesta tras el bloqueo farmacoldgico de su transporte en la BHE.

5. Analizar el papel de moléculas reguladoras de procesos potencialmente vinculados a la
anhedonia (FGF-21) e involucradas en el transporte de kinurenina y triptéfano (L-leucina)
sobre el sickness behavior producido por un modelo de neuroinflamacién por
administracion de LPS.

6. Estudiar pardmetros inflamatorios relacionados con las alteraciones por la activacion de
TLR-4 descritas en el CMS en cerebros humanos post mortem de pacientes con depresiony

estudiar su posible correlacidn con la presencia o ausencia de tratamiento antidepresivo.
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1.Modelos y disefio experimental

1.1. Chronic mild stress (CMS) en rata

Se utilizaron ratas adultas jovenes Wistar Hannover (HsdRccHan:Wist) macho (no
consanguineas) con un peso inicial entre 200 y 225 gramos. Estabuladas en jaulas individuales
bajo condiciones estandar de humedad y temperatura, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
(encendido a las 8 am) y agua y comida ad libitum, se mantuvieron bajo condiciones constantes
durante los 7 dias previos al inicio del estrés. Todos los protocolos experimentales siguieron las
directrices del Comité de Experimentacién Animal de la Universidad Complutense de Madrid de
acuerdo a la legislacidn espafiola (RD 53/2013, de 1 de febrero) y europea vigentes (2010/63/EU)
(se adjuntan los permisos necesarios al final de este bloque Il). Con el objetivo de minimizar al
maximo el sufrimiento animal y el nimero de animales empleado, se aplicaron los principios de

las tres R (reducir, reemplazar y refinar) siempre que fuera posible.

Como modelo de depresidn se llevd a cabo una adaptacién del propuesto por Willner (Willner
et al., 1987) y conocido como “chronic mild stress” (CMS). Se trata de un estrés crénico de tipo
mixto fisico-psicoldgico, que resulta impredecible, inescapable e incontrolable para los animales
y que deriva en la induccién de un comportamiento de tipo depresivo ademds de compartir
alteraciones bioquimicas y estructurales relacionadas con esta enfermedad psiquidtrica. Estas
caracteristicas le confieren al modelo robustez y potencial suficientes para las aproximaciones
experimentales al estudio de la depresién tal y como refrendan numerosos estudios que

respaldan su validez de contenido, predictiva y de constructo (Willner, 20164, b):

1. Validez de contenido: el CMS induce en los animales muchos de los sintomas tipicos de la
depresion humana, validados a través de los test de comportamiento correspondientes,
como la anhedonia, la apatia y falta de motivacion, la ansiedad o la pérdida de peso, incluso
alteraciones bioquimicas como la disminucién en la biodisponibilidad de serotonina,
marcadores inflamatorios en plasma y el incremento de la principal hormona del estrés (en
humanos el cortisol, en roedores la corticosterona).

2. Validez predictiva: los principales tratamientos farmacolégicos utilizados en humanos
frente a la depresidn (antidepresivos triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptacién de
serotonina, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina-noradrenalina) son
capaces de revertir o atenuar las modificaciones comportamentales provocadas tras el

CMS.
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3. Validez de constructo: el estrés crénico se ha identificado como uno de los principales
desencadenantes de los procesos de tipo depresivo (Leonard y Song, 1996). La etiologia de

la enfermedad se ve refrendada asi en este modelo.

Por todas estas razones, el CMS representa en la fecha de realizacidn de esta Tesis Doctoral el
mejor modelo animal contrastado y validado para realizar una aproximacién experimental al
estudio de la depresion gracias a su etiologia, cambios inducidos tanto comportamentales como
bioquimicos y estructurales en el animal y los efectos positivos de los farmacos antidepresivos
disponibles y utilizados en la actualidad sobre el fenotipo de tipo depresivo provocado por el

CMS.

1.1.1 Protocolo

Como ya hemos indicado previamente, el protocolo empleado se trata de una modificacion del
original empleado por (Willner et al., 1987). La duracion total del estrés crénico fue de 21 dias
tras comprobar en estudios previos de nuestro grupo de investigacién que era suficiente para
inducir un comportamiento de tipo depresivo y alteraciones bioquimicas relacionadas con la
depresion (Garate et al., 2011b, Bravo et al., 2012). Cada animal fue estabulado individualmente
y sometido a dos estresores diferentes diarios cambiados cada 12 horas con dos mafanas de
descanso a la semana siguiendo asi un patrdn irregular que resultase impredecible para los
animales. La aplicacion de los estresores a lo largo de cada una de las tres semanas queda

resumida en la Tabla 5.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
Privacién
8 Serrin
A visita a B BvisitaaA decomiday Jaulainclinada Descanso Descanso
am himedo
bebida
Privacion Privacién
8 lluminacién Jaula Serrin Luz lluminacién
de comida de comida
pm | intermitente inclinada hiumedo estroboscopica = intermitente
y bebida y bebida

Tabla 5. Protocolo de realizacion del chronic mild stress (CMS)
Los diferentes estresores empleados constituyen un estrés de intensidad moderada y la

descripcién de la utilizacidn de cada uno es la siguiente:

e Emparejar animales: representa el paradigma de invasor-huésped. Se emparejan,
ademas, tras un periodo de privacién de comida y bebida, lo cual supone un estrés
adicional para los animales.

e [luminacién intermitente: cambio de ciclo luz/oscuridad cada 2 horas.
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e Serrin humedo: humedecer el serrin con 350 mL de agua. Al finalizar el estrés, se cambié
por serrin nuevo.

e Privacion de comida y bebida: retirada del libre acceso a comida y bebida.

e Jaula inclinada: inclinacion de las jaulas en un angulo de 45 grados.

e Luzestroboscopica: colocacién de un foco de leds con una frecuencia de iluminacién de

150 flashes/minuto.

1.1.2 Disefios experimentales

a Tratamiento con antidepresivos

Con el objetivo de estudiar los mecanismos de accidn de los farmacos antidepresivos
convencionales utilizados en clinica y su posible modulacion sobre los pardmetros bioquimicos
modificados por el CMS los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cinco grupos
experimentales. Tres de ellos incluian la administracidn diaria de un representante de cada una
de las tres principales familias de antidepresivos entre los dias 14 y 21 del CMS. Los otros dos
fueron grupos control y CMS inyectados diariamente con suero salino intraperitoneal (i.p.),
usado como vehiculo para los farmacos, diariamente durante la semana previa al sacrificio para

servir como controles de la forma de administracidn del antidepresivo.

Los antidepresivos seleccionados para el estudio fueron: clorhidrato de desipramina 20 mg/kg
i.p. (Sigma-Aldrich) como antidepresivo triciclico, oxalato de escitalopram 15 mg/kg i.p. (Sigma-
Aldrich) como inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRSs) y, dentro de los
inhibidores duales de la recaptacién de serotonina y noradrenalina (ISRNSs), el clorhidrato de
duloxetina 15 mg/kg i.p. (Sigma-Aldrich). La eleccién de estos antidepresivos se basé en la
representacién de los tres principales grupos de farmacos utilizados en clinica para tratar la
depresion y, dentro de ellos, aquellos que mds auge han tomado en los ultimos afios a la hora
de prescribirse en nuestro pais seguin el Informe de la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS, 2014). Las dosis empleadas habian mostrado tener actividad
antidepresiva en estudios previamente publicados (Rénéric y Lucki, 1998, Kucemider et al.,

2007).

El disefio experimental teniendo en cuenta todas estas consideraciones resulta en un total de 7
grupos y queda reflejado en la Figura 30. Dado que la administracion del vehiculo salino no
arrojo diferencias para ninguno de los parametros analizados respecto a los grupos equivalentes
sin la inyeccidn, ambos se encuentran agrupados en todas las gréaficas para simplificar los

resultados.
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Dias 7 14 21
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(n=6)
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CMS + Dulox
(n=6) > C
=/

Figura 30. Disefio experimental chronic mild stress (CMS) y administracion de antidepresivos. CT: control;
Veh: vehiculo; Desip: desipramina; Escit: escitalopram; Dulox: duloxetina; IP: intraperitoneal.

b Descontaminacion intestinal con antibidticos

Para evaluar los posibles efectos de las bacterias intestinales en los cambios bioquimicos y
comportamentales inducidos por el CMS, se realizaron dos grupos experimentales sometidos a
un tratamiento antibidtico para evitar la traslocacién bacteriana (Control+ATB y CMS+ATB).
Estreptomicina sulfato 2mg/ml (Sigma) y penicilina G 1500 U/ml (Sigma) se administraron
disueltos en el agua de bebida desde el dia 1 del experimento hasta el 21 con acceso libre a la
misma. Ademas, los biberones se protegieron con papel de aluminio para evitar la posible
fotodegradacién de la penicilina G en disolucién, renovandose ademas la solucién antibidtica
cada 72 horas. Este protocolo ha sido utilizado previamente (Ando et al., 2000, Caso et al., 2009,
Garate et al., 2011b) demostrando su eficacia para reducir la microbiota intestinal endégena en

ratas sin tener efectos antiinflamatorios ni neuroprotectores en el sistema nervioso central.

Se establecieron de forma aleatoria 4 grupos experimentales para los estudios de los posibles
efectos de la traslocacion bacteriana en el modelo de CMS (Figura 31). A la hora de exponer los
resultados, los grupos control (CT) y control con antibiético (CT+ATB) se expresan agrupados

para simplificar los mismos.
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/~ 7\

ATB oral (Estreptomicina + Penicilina G)
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Mo )2 @ (]
=/

Figura 31. Disefio experimental chronic mild stress (CMS) y administracion de antibiéticos (ATB). CT:
control; ATB: antibidtico; IP: intraperitoneal.

-

c Curso temporal del CMS

A fin de obtener informacién acerca de la evolucién temporal de los cambios inducidos por el
CMS, se realizé un estudio piloto con grupos experimentales que siguieron el protocolo durante
7, 14 y 21 dias, tal como recoge la Figura 32. Los resultados del mismo no se incluyen en esta
Tesis Doctoral debido a la escasa potencia estadistica consecuencia del reducido tamafio

muestral por grupo en aras de respetar las tres R (reemplazar, reducir, refinar).

/ Dias 7 14 21
cT
(n=4)
CMS 7d
(n=5)

CMS 14d

~

(n=5)

CMS 21d
(n=5)

rrP1—omaoa>rwO0+4ZmMDo

o

Figura 32. Disefio experimental curso temporal chronic mild stress (CMS). CT: control; d: dias; IP:
intraperitoneal.

1.2. Modelo  neuroinflamatorio  por  inyeccion de
lipopolisacarido (LPS) en ratén

Estos experimentos se realizaron durante una estancia de 3 meses en el MD Anderson Cancer

Center en Houston (Texas, EEUU) bajo la supervisidén del profesor Robert Dantzer y gracias a la

subvencién concedida por la Fundacién Boehringer Ingelheim, siguiendo los protocolos

aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales (IACUC). Con el objetivo de
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minimizar al maximo el sufrimiento animal y el nimero de animales empleado, se aplicaron los

principios de las tres R (reducir, reutilizar y reciclar) siempre que fuera posible.

Se utilizaron ratones C57BL/6 (consanguineos) y knockout para la indolamina 2,3-dioxigenasa
IDO1-/-adultos jévenes (IDO -/-; B6.129-Ido1™*A™/), Jax Strain #005867) con un peso inicial de
20-25 g. Estabulados en jaulas de hasta 4 animales cada una bajo condiciones estandar de
humedad y temperatura, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas normal o invertido segun el
experimento realizado y agua y comida ad libitum, se mantuvieron bajo condiciones constantes
durante los 14 dias previos al inicio de los experimentos. Al inicio del entrenamiento para los
diferentes test comportamentales se estabularon individualmente y se mantuvieron hasta
alcanzar la linea base estable para cada test, siempre con un minimo de 8 dias antes del inicio

del experimento.

Como modelo neuroinflamatorio se utilizé la administracion de LPS (Sigma-Aldrich, EEUU), capaz
de inducir un comportamiento enfermizo o sickness-behavior en los animales (Dantzer et al.,
2008). El LPS se disolvié en tampdn fosfato salino (PBS) hasta conseguir una dosis minima de
0,33 mg/kg, suficiente para sostener el sickness behavior durante al menos 24 horas (Godbout
et al., 2008, Vichaya et al., 2014). Las dosis empleadas en los protocolos fueron de 0,33 mg/kg y
de 0,83 mg/kg. Se registro el peso y el consumo de comida durante las 48 horas posteriores para

comprobar que la administracion de LPS habia sido adecuada.

1.2.1 Disefios experimentales

a Blogueo de la actividad de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO): administracién
oral de L-leucina y utilizacidn de ratones transgénicos knockout para la IDO-1
(IDO1-/-)

La L-leucina y el triptéfano utilizan para atravesar la barrera hematoencefalica el transportador

de aminoacidos grandes 1(LAT-1) (Kanai et al., 1998) al igual que la kinurenina (Fukui et al.,

1991a). Por ello, se hipotetizd que si se incrementaba la concentracién de L-leucina en plasma
competiria con el triptéfano y la kinurenina por estos transportadores, reduciendo el flujo de los
mismos al cerebro y disminuyendo la activacion de la via de las kinureninas que se produce en

situaciones neuroinflamatorias, contribuyendo a minimizar los efectos del sickness behavior.

Con este fin, se inyectaron 0,33 mg/kg i.p. de LPS a todos los ratones macho (n=16) para inducir
la neuroinflamacidén y se realizaron dos administraciones intragastricas de L-leucinaalas 12 y 20
horas tras el LPS a la mitad de ellos, recibiendo la otra mitad sélo agua. El motivo para estas dos
administraciones fue mantener una concentracion de L-leucina elevada alrededor de las 24

horas, momento en el que se habia descrito el incremento en la expresiéon de la IDO y la
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manifestacion del sickness behavior (Martin et al., 2014). La dosis de L-leucina disuelta en agua
fue de 400mg/kg por haber demostrado previamente su capacidad para sefializar en el cerebro

(Zampieri et al., 2013).

El disefio experimental con los dos grupos descritos se refleja en la Figura 33.

I LPsS + H,0 12-20h (n=8)
[ | LPS+ Leu 12-20h (n=8)

Oh Leu oral 20h
10:30 am 6:30 am

O O O
10:30am
y 12 h
LPS 10:30pm

Figura 33. Disefio experimental administracion de lipopolisacdrido (LPS) y L-leucina (Leu) oral.

Para asegurar que los efectos que observasemos se debieran a una ausencia de actividad de la
IDO, se llevo a cabo un disefio paralelo con la misma administracion de LPS de 0,33 mg/kg en

ratones hembra (debido a disponibilidad) (n=13) C57/BI6 y knockout IDO1-/-. (Figura 34).

I c57BI/6 + LPS (n=8)
[ ] IDO1-/-+LPS (n=5)

Oh
10:30 am

O
10:30am
/
%“ LPS

Figura 34. Disefio experimental administracién de lipopolisacdrido (LPS) en ratones C57BI/6 y knockout
para la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1-/-).

b Bloqueo periférico de la sefializacidn del factor de crecimiento de fibroblastos
21 (FGF-21)

El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) actua en el nucleo paraventricular del
hipotalamo para suprimir la ingesta de soluciones azucaradas y la preferencia por el dulce (von

Holstein-Rathlou et al., 2016). Ademads, estudios previos revelaron un incremento de la
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expresion del mismo en el higado a las 12 horas tras la administracién de 0,83 mg/kg de LPS a
ratones macho en ciclo de luz invertido (Laumet et. al, en preparacion), utilizando PBS como
vehiculo. Con estos indicios, se decidid replicar este experimento con el objetivo de analizar el
comportamiento afiadiendo dos grupos experimentales para tratar de neutralizar la sefalizacidon
del FGF-21 periféricamente inyectando un anticuerpo antiFGF-21 de ratén (12180 AlS, China),
con inmunoglobulina G (IgG) como vehiculo. Las dosis y tiempos de administracién del mismo
se decidieron en base a la literatura para asegurar el bloqueo completo del FGF-21 (Li et al.,

2012), con cuatro grupos experimentales y un desarrollo como muestra la Figura 35.

I PBS + IgG (n=4)
I PBS + anti-FGF-21(n=4)
B LPsS +19G (n=4)
[ LPS + anti-FGF-21(n=4)

Oh 24h 48h
10:30 am 10:30 am 10:30 am

-+ 00 @ @ O O
9:30 am
4 4 12h 36h
LPS 10:30 pm 10:30 pm

Anti-FGF-21

Figura 35. Disefio experimental administracion de lipopolisacdrido (LPS) y neutralizacion de la sefializacion
del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21). PBS: tampdn fosfato salino; IgG: inmunoglobulina
G; anti: anticuerpo.

1.3. Cerebros humanos post-mortem

Las muestras de cerebros humanos se obtuvieron de autopsias (Instituto Vasco de Medicina
Legal, Bilbao, Espafia), en colaboracion con el grupo de Javier Meana de la Universidad del Pais
Vasco y el Centro de Investigacion Biomédica en Red de Salud Mental (UPV/CIBERSAM),
cumpliendo con la legalidad vigente para los estudios post-mortem en humanos (se adjuntan los
permisos necesarios al final de este bloque Il). Tras una busqueda retrospectiva en sus historias
médicas, 30 individuos diagnosticados con trastorno depresivo mayor (MDD), segin el DSM-1V,
se emparejaron por sexo y edad (+4 afios) con sujetos sanos en un disefio por pares. Los criterios
de seleccion de los sujetos control fueron ausencia de trastornos psiquiatricos y de drogas de
abuso. Se seleccionaron preferentemente las muertes repentinas e inesperadas para evitar

posibles variables confusoras de caracter agdnico.
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Se realizé un analisis toxicoldgico en la sangre para determinar la presencia de antidepresivos,
drogas y etanol. Acorde a la presencia de trazas de antidepresivos, el grupo de los individuos
con MDD se subdividio en no tratados con antidepresivo (MDD sin tto.) y tratados con
antidepresivo (MDD con tto.), quedando la distribucién de grupos experimentales como se

muestra en la Figura 36.

Control

Figura 36. Grupos experimentales en el estudio de cerebros humanos
Las caracteristicas demograficas completas pareadas se muestran en la Tabla 6. Previo al andlisis
estadistico, se realizaron analisis de correlaciones entre las variables para descartar factores de

confusion en ellas que se muestran en el apartado de analisis estadistico (Tabla 11)
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2.Estudios comportamentales

Todos los estudios comportamentales se llevaron a cabo en condiciones controladas de
humedad, temperatura, iluminacidn y acustica y minimizando lo méximo posible el tiempo del
investigador en la sala de comportamiento durante la realizacidon de los mismos. Los distintos
comportamientos a estudiar fueron grabados utilizando una se grabd con una videocdmara,
realizando posteriormente el andlisis de los videos con el investigador ajeno a las condiciones

del experimento.

2.1.Estudios comportamentales en rata

La siguiente tabla resumen recoge el despliegue temporal de los test, realizados tras los 21 dias

de CMS, en dos sets diferentes de animales para evitar someterlos a un estrés excesivo (Tabla

Dia 22 Dia 23

SET1 Maiiana SPT Maiana mFST

7).

Tarde Entrenamiento mFST Tarde

SET 2 Maiiana Maiiana EPM

Tarde ST Tarde

Tabla 7. Despliegue temporal de los test comportamentales tras el CMS. SPT: test de preferencia por la
sacarosa; mFST: test de natacion forzada modificado; ST: “splash” test; EPM: laberinto en cruz elevada

2.1.1 Test de natacion forzada modificado (mFST)

Tras los 21 dias de estrés, al dia siguiente se comenzd a realizar el test de natacién forzada
modificado basado en el método descrito por Porsolt (Porsolt et al., 1977). Los recipientes
utilizados fueron cilindros de polimetilmetacrilato de 40 cm de alturay 18 cm de didmetro llenos
de agua a 25 2C hasta aproximadamente 30 cm de tal manera que los animales no pudieran
tocar el fondo. El test se desarrollé de manera individual y en dos sesiones: un pre-test a modo
de entrenamiento donde cada rata estuvo nadando durante 15 minutos y, 24 horas mas tarde,
el test propiamente dicho durante 5 minutos. Esta sesion fue grabada con una videocdmara para
el posterior analisis de los parametros que definen la prueba comportamental: el parametro
cldsicamente determinado en el FST de Porsolt, la inmovilidad, y los dos que afiade la version

modificada del mismo, escalada y natacién. El tiempo de inmovilidad se registra cuando los
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animales no muestran mds movimientos de los necesarios para mantener su cabeza fuera del
agua. El tiempo de escalada se corresponde con aquel en el que los animales realizan
movimientos con sus patas delanteras tratando de trepar por el borde del recipiente intentando
escapar del agua. Finalmente, la natacién se entiende como el tiempo que el animal se desplaza
activamente en el agua incluyendo los cruces hacia otros cuadrantes. El comportamiento de tipo
depresivo se define como un incremento en el tiempo de inmovilidad, aunque los
comportamientos de natacién y escalada han sido relacionados con diferencias en la actividad
de los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico respectivamente (Detke et al., 1995). La
incorporacidn de estos pardmetros en la version modificada del test (mFST) agregan informacion
muy valiosa, como la capacidad de discernir entre los efectos de diferentes tipos de
antidepresivos, y la validez del mismo se encuentra plenamente contrastada en la literatura
(Cryan et al., 2002), motivos por los cuales se optd por su utilizacién en lugar del original de

Porsolt.

2.1.2 Test de preferencia por la sacarosa (SPT)

La reduccién en la preferencia por las soluciones dulces apetitosas para el roedor como la
sacarosa o la sacarina constituye el fundamento de este test como medida de la anhedonia del
animal que ha demostrado ser inducida por el CMS (Willner et al., 1987). Para el desarrollo del
test, se retiraron la comida y el agua en las 12 horas previas y se colocaron dos biberones en
cada jaula pesados previamente, uno con agua y otro con sacarosa al 1% (p/v). Se permitio el
libre acceso a ambos durante 1 hora y posteriormente se retiraron y pesaron. Para evitar el
posible sesgo por la posicidn de los biberones se alternaron con respecto a sus posiciones en la
semana previa. Las diferencias en el consumo de ambas soluciones se refirieron respecto a una
linea base de preferencia construida a partir de los resultados de dos test separados
temporalmente al menos 5 dias. Los test tanto en el grupo control como en el CMS se realizaron

al final de cada semana del protocolo de estrés los dias 8, 15 y 22.

2.1.3 “Splash” test (ST)

El “splash” test constituye otra prueba comportamental acerca de parametros relacionados con
un comportamiento de tipo depresivo y fue realizado adaptando un protocolo empleado
previamente (Yalcin et al., 2005). La evaluacion se realiza tras el dia 21 de estrés, el dia 22 de
experimento, a través del comportamiento de acicalamiento o grooming del animal tras
pulverizar una solucidn de sacarosa al 10% en el pelaje dorsal durante la fase de actividad y bajo
condiciones de oscuridad. El grooming se considera un indice de higiene personal, asi como una
medida indirecta de la apetencia por una soluciéon dulce relacionada con caracteristicas
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anhedoénicas. Se cuantificd el tiempo hasta el inicio del grooming (tiempo de latencia) y la
duracidn del mismo mediante el analisis del registro realizado con videocamara por un periodo

de 5 minutos.

2.1.4 Test del laberinto en cruz elevada (EPM)

El laberinto en cruz elevada es una medida validada del conflicto de ansiedad en ratas (Pellow,
Chopin, File, & Briley, 1985). Consiste en una estructura elevada 50 cm del suelo y compuesta
por cuatro brazos del mismo tamafo, dos abiertos y dos cerrados con paredes de 40 cm de
altura, formando un angulo de 902 alternativamente entre cada uno de ellos. El test se realizé
el dia 23 de experimento, dos dias después del dia 21 de CMS. Cada animal se colocé en el centro
encarando un brazo abierto y se registraron sus movimientos con una videocamara durante 5
minutos. Se contabilizé el tiempo pasado en los brazos abiertos y el nimero de entradas en
ellos. La relacion porcentual con respecto al tiempo y entradas en brazos totales
respectivamente resulta inversamente proporcional a la ansiedad del animal, esto es, a menor

porcentaje, mayor ansiedad.

2.2.Estudios comportamentales en ratén

Todos los estudios comportamentales en ratdon que forman parte de esta Tesis Doctoral se
realizaron durante una estancia de 3 meses en el MD Anderson Cancer Center de Houston
(Texas, EEUU) bajo la direccién del profesor Robert Dantzer y gracias a la beca concedida por la

Fundacidn Boehringer Ingelheim.

2.2.1 Test de ejercicio espontdneo en rueda giratoria (VWR)

El ejercicio espontaneo en rueda giratoria (VWR) releja aspectos de la actividad fisica y también
tiene implicaciones en el comportamiento de los animales, sobre todo en el aspecto
motivacional relacionado con fenédmenos de tipo depresivo o ansiedad (Novak et al., 2012). Tras
su aclimatacidn, los ratones fueron estabulados individualmente colocando una rueda giratoria
de perfil bajo (Med. Associates, Vermont, EEUU) que registra las vueltas completadas y lo envia
telemétricamente por conexidn inaldmbrica a un ordenador ubicado en la habitacion. Antes de
comenzar cualquier tipo de experimento, los animales han de permanecer un minimo de 14 dias
de entrenamiento hasta alcanzar una linea base estable. Los datos se expresaron como el
numero total de vueltas completadas durante las 12 horas de la fase de oscuridad diaria, su fase

de actividad.
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2.2.2 Test de preferencia por la sacarosa (SPT)

El test de preferencia por la sacarosa posee el mismo fundamento tedrico que el descrito para
rata, pero con modificaciones en el desarrollo del protocolo. En este caso, los animales tuvieron
libre acceso a dos biberones, uno de agua y otro de sacarosa al 1% (p/v) renovados cada 72
horas, durante la semana previa al inicio de la experimentacion como minimo hasta alcanzar
todos los animales una preferencia por la sacarosa superior al 80% en gramos de sacarosa
consumidos/gramos de liquido totales, forma en la que se representd los resultados. Se alternd
la posicion de los biberones cada 24h para evitar cualquier tipo de asociacion del sabor con la
ubicacién de los mismos. Tras la inyeccion de LPS, se registrd su peso y se intercambiaron sus

posiciones cada 12 horas.

2.2.3 Test de natacion forzada de Porsolt (FST)

De igual forma a como ocurre en el caso del test de preferencia por la sacarosa, el test de
natacion forzada (FST) presenta algunos cambios en su aplicacion a ratones, siendo mas fiel al
original de Porsolt, aunque el fundamento tedrico e implicaciones contintian siendo idénticas.
Los recipientes utilizados en este caso fueron de pldstico, con un didmetro de 23 cms y se
llenaron de agua a una temperatura de 249C. El test se desarrollé en una unica sesidon bajo
condiciones de luz roja a las 24 horas tras la administracion del LPS (10 am) durante 6 minutos
y se registré con una videocdmara para su posterior analisis que consistié en la medicién del

tiempo de inmovilidad total de los ratones durante los 5 Ultimos minutos del video.
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3.Recogida y procesamiento de
muestras

3.1.Recogida de muestras

3.1.1 Recogida de muestras de rata

La toma de muestras bioldgicas en las ratas se realizd de manera escalonada y equilibrada entre
los diferentes grupos para minimizar las posibles interferencias por las variaciones circadianas
de los niveles de corticosterona. Tras sobredosis de anestesia via intraperitoneal (320mg/kg)
con pentobarbital sédico (Vetoquinol®), se comprobd la ausencia de reflejos, tanto podal como
de retirada de la cola, se procedio a la apertura de la cavidad tordcica tras esterilizarla con etanol

70% (v/v) y a la extraccion de los tejidos.

a Tejido fresco

A continuacidn, se detalla el proceso de extraccion segun el tipo de tejido:

e Plasma: la sangre se extrajo por puncién cardiaca tras la apertura de la cavidad tordcica.
Mediante jeringuillas estériles cargadas con 0,5ml de citrato sddico al 3,15% (p/v) como
anticoagulante, se extrajo la sangre en proporcién 9:1. La separacién de las distintas
fracciones sanguineas se realizé por centrifugacion a 1500 r.p.m. durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se recogié el plasma (sobrenadante) y se almacené a -80 2C
hasta su posterior utilizacién para los diferentes ensayos.

e Cerebro: se procedio a la extraccion y limpieza del encéfalo desde el craneo separando
y recogiendo dos dreas cerebrales: corteza frontal dividida en 6 segmentos y el
hipocampo. Inmediatamente se congelaron en nieve carbdnica y se almacenaron a -80
9C para su posterior utilizacion, a excepcidon de aquellos que se utilizaron para la
extraccién en fresco de proteinas y RNA.

La eleccion de ambas estructuras cerebrales se debe a su implicacién en la depresidn
(Drevets et al., 1992, Bremner et al., 2000). El cortex prefrontal juega un papel crucial
en la conocida como funcién ejecutiva que incluye el procesamiento de las emociones y
la toma y planificacidon de decisiones (Damasio et al., 1994). Se trata de una estructura
con especial sensibilidad hacia mediadores pro y antiinflamatorios inducidos por estrés,
el factor etiolégico de la depresién que emula el modelo animal (de Pablos et al., 2006,
Garcia-Bueno et al., 2008a). Ademas, estudios previos de nuestro grupo de investigaciéon

han demostrado que los TLR-4, receptor de inmunidad innata objeto central de la
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investigacion de la que parte esta tesis doctoral, se encuentran activados en el cértex
prefrontal tras el CMS (Garate et al., 2011b). Por otro lado, el hipocampo estd
estrechamente ligado con la patologia de la depresidn y su tratamiento (MacQueen y
Frodl, 2011a). Diversos estudios apuntan hacia una disminucidon del volumen
hipocampal en pacientes deprimidos (MacQueen et al., 2003, Mamdani et al., 2015)
incluso relaciondndolo con el riesgo de suicidio (Colle et al., 2015) y al registro de un
aumento en el mismo por la accién de los antidepresivos sobre la neurogénesis en el
giro dentado, cobrando importancia los factores neurotréficos (Boldrini et al., 2009,
Malykhin et al., 2010).

e Ganglios linfaticos mesentéricos, bazo e higado: en condiciones de esterilidad, se
pesaron y homogeneizé la misma cantidad de cada tipo de tejido en 2 mL de solucién
salina estéril para los posteriores cultivos microbiolégicos dentro del estudio de la
traslocacion bacteriana desde el colon.

e Colon descendente: se tomaron 2 cm de la parte distal del colon (entre el dngulo
esplénico y el recto) y tras la limpieza de las heces se llevd a cabo la extraccion en fresco
de proteinas y RNA, congelando una pequefa porcidon inmediatamente en hielo seco y
conservandola a -80 2C para posteriores analisis. La elecciéon de esta zona se escogio
debido a que nuestra investigacion se centra en la via del TLR-4 y ésta es la que mayor

cantidad de expresion de este receptor registra (Wang et al., 2010).

b Extraccidn de cerebros fijados para estudios de microscopia

La fijacién de los cerebros para los estudios de inmunohistoquimica se llevé a cabo con
paraformaldehido (PFA). Una vez anestesiado el animal y abierta la cavidad tordcica tal y como
se ha descrito previamente, se procedié a la canulacién del ventriculo izquierdo y a la perfusion
de aproximadamente 300 mL de suero salino (0,9%) mediante una bomba de inyeccidon
(Masterflex® L/S) para eliminar la sangre. A continuacidn, se perfundié a través de esa canula
con 300 mL de PFA al 4% en tampdn fosfato salino (PBS) 0,2M a pH 7,4. Se extrajo el cerebroy
se sumergio durante 24 horas a 4 2C en PFA al 4% para después pasarlo a una solucién de
sacarosa al 30% en tampdn fosfato salino potasio (KPBS) 0,1 M hasta que la densidad del cerebro
es mayor que la de la propia disolucion. Asi, aseguramos su crioproteccion y lo almacenamos a

-40 2C hasta su posterior utilizacion.

3.1.2 Cerebros humanos

Las muestras (0.5-1 g de tejido del area 9 de Brodmann (BA9) obtenidas en la autopsia se

extrajeron segun el protocolo establecido por Rajkowska and Goldman-Rakic (1995) y se
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congelaron inmediatamente a -80 2C hasta su posterior analisis. Los valores de pH cerebrales y
el numero de integridad de del RNA (RIN) se determinaron como indices de calidad (Garcia-

Sevilla et al., 2010), mostrandose sus valores promedio en la Tabla 6.

3.2.Procesamiento de muestras

3.2.1 Fraccion citosdlica y nuclear

Para la separacion de las fracciones citosélica y nuclear celulares se siguié el método descrito
por Schreiber (Schreiber et al., 1989) con algunas modificaciones. Todo el protocolo se realizo a
4°C. El tejido se homogeneizé (Tyssuelyser, QUIAGEN®) y una frecuencia de 50 oscilaciones/s en
600 pl de una solucién tampdn compuesta por: HEPES 10mM a pH 7,9, EDTA 1mM, EGTA 1mM,
KCl 10mM, DTT 1mM, 0,5 NaF 5mM, NaVO,; 1mM y N.MoO4 10mM con céctel de inhibidor de
proteasas compuesto por extracto de pancreas, pronasa, termolisina, quimiotripsina, tripsina y
papaina (cOmplete, Roche®). Tras 5 minutos en hielo, se adiciond el detergente Nonidet p-40
(Roche®) al 0,05% y se agitd enérgicamente en el vértex (VELP scientifica, Italia) para
mantenerlas de nuevo 5 minutos en hielo. Se centrifugaron las muestras 5 minutos a 3000 rpm.
Recogimos el sobrenadante y con él realizamos otra centrifugacién de 3 minutos a 13000 r.p.m.
Guardamos el sobrenadante, que constituye la fraccion citosélica. Al pellet afiadimos 70-100 pl
(segun la cantidad del mismo) del tampdn inicial al que se le afadio glicerol al 20% y KCl para
una concentracidn final 0,4M y agitamos vigorosamente durante 30 minutos. Se llevd a cabo
una ultima centrifugacion de 5 minutos a 13000 r.p.m. y recogimos el sobrenadante, es decir, la
fraccion nuclear. Ambos extractos, nuclear y citosdlico, se almacenaron a -80 °C para su
posterior procesamiento. Este método se utiliza habitualmente y ha demostrado proporcionar
un extracto nuclear de elevada pureza practicamente sin contaminacion citosélica (Garate et al.,

2011b).

3.2.2 Extraccion de RNA

En condiciones de esterilidad, el tejido (cerebro o colon) se homogeneizd (Tyssuelyser,
QUIAGEN®) en 600 pl de Trizol® (Invitrogen, Life Technologies) durante 4 minutos a 4 2Cy una
frecuencia de 50 oscilaciones/s. Recogimos el sobrenadante y le afiadimos 200 pL de cloroformo
y, previo paso por el vortex e incubacion de 2-3 minutos a temperatura ambiente, lo
centrifugamos a 12000 rpm durante 15 minutos en frio. De las dos fases resultantes (acuosa y
organica), obtuvimos la acuosa y repetimos la extraccién con 200 uL de Trizol® y 40 pL
cloroformo. Nuevamente, nos quedamos con la fase acuosa y afiadimos 400 pl de isopropanol

dejando reposar tras mezclar en vortex durante toda la noche a 4 °C. A continuaciodn,
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centrifugamos a 12000 rpm 10 minutos en frio y obtuvimos un pellet de RNA sobre el que
realizamos tres lavados con 600 pl de etanol 80%, disolucién preparada con agua con
dietilpirocarbonato libre de RNAasas y DNAasas, (agua DEPC, Invitrogen). Una vez evaporado el
etanol, resuspendimos el pellet en 50 pl de agua DEPC y agitamos con el vortex para garantizar

la dilucién. El almacenamiento de las muestras se llevé a cabo a -40 2C hasta su posterior uso.

3.2.3 Preparacion de homogeneizado total

Con el objetivo de estudiar mediadores intercelulares y cantidades de proteina globales en el
tejido, se realizé un procedimiento para la obtencién del homogeneizado total del tejido. Para
ello, se homogeneizd (Tyssuelyser, QUIAGEN") la porcién de colon o cerebro en 600 ul a 50
oscilaciones/s y 4 2 C durante 4 minutos. El homogeneizado total se obtuvo al tomar el
sobrenadante después de una centrifugacién a 12000 rpm durante 10 minutos en frio. Las

muestras se almacenaron a -80 2C hasta la realizacion de los ensayos correspondientes.

3.2.4 Extraccion de eicosanoides

Una porcidn de corteza se homogeneizd por sonicacién en 400 pl de tampdn fosfato 0,1M a
pH=7,4 suplementado con EDTA 1mM e indometacina 10 uM. Al homogeneizado se le afadid
1ml de etanol absoluto (Merk, GB), se agitd y se dejé reposar la mezcla 15 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se centrifugd a 3000g en frio durante 10 minutos y nos quedamos con el
sobrenadante al que afiadimos 10 pl de acido acético glacial (Sigma, Espafia) para acidificarlo.
Transcurridos 15 minutos a 4 2C para que reposase se llevé a cabo una nueva centrifugacion de
2 minutos a 500g y recogimos el sobrenadante que pasamos por las columnas de C18

previamente activadas.

La activacidon de las columnas C18 (C18, Sep-Pak®, Waters Corp., EEUU) se realizé afiadiendo 3
ml de metanol seguidos de 3 ml de agua milli-Q. Tras la activacién y lavado de las columnas,
agregamos la muestra y filtramos por gravedad hasta que toda la muestra ha atravesado la
columna. Previo lavado de la misma con 3 ml de agua milli-Qy 3 ml de hexano (Sigma, Espafia),
las prostaglandinas unidas a la fase sdlida se eluyeron con 1 ml de acetato de etilo (Sigma,
Espafa). Las muestras purificadas se guardaron a -80 2C hasta 24 horas después, cuando se
evaporé el disolvente bajo un flujo continuo de nitrégeno a temperatura ambiente. Finalmente,
las muestras se resuspendieron en 250 pl del tampén comercial correspondiente proporcionado

por el kit.
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3.2.5 Preparacion para estudios de microbiologia

La traslocacidn bacteriana se midié por el crecimiento de unidades formadoras de colonias
(UFCs) en diferentes drganos. Se seleccionaron fueron los ganglios linfaticos mesentéricos
linfaticos (GLMs), el higado y el bazo, ademas de la propia sangre, y todo el procedimiento se
realizé en condiciones de esterilidad. Se pesé cada tejido y se homogeneizé en 2mL de suero
salino estéril 9% (v/v) realizando dos diluciones seriadas de cada muestra y sembrando las tres

en los medios de cultivo microbianos.
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4. Técnicas bioguimicas

4.1.Estudios microbioldgicos

Los medios de cultivo utilizados fueron Agar sangre y Agar MacConkey 5% para el recuento de
bacterias aerobias y Agar Brucella Sangre suplementado con vitamina K1 y hemina para las
anaerobias. Pasadas 24 horas de incubacion a 37 2C para las aerobias y 48 horas para las
anaerobias se procedid al recuento de UFCs, expresandolas por UFCs/mg de tejido. La
identificacion de las diferentes especies bacterianas se hizo mediante tincidn de Gram y ensayos
bioquimicos estandar. En el caso de los microorganismos aerobios, se emplearon los ensayos de
la oxidasa (Mast Diagnostics®), discos antibidticos de optoquina, bacitracina y novobiocina
(Mast®), coagulasa (Beckton Dickinson®), catalasa, y el sistema de identificacién bioquimica
BBLTM Enterotubo IITM (Difco Laboratories, Detroit, MI, EEUU). El sistema APl 20 NE
(Biomerieux®), se utilizd para los bacilos Gram — no fermentadores, y el APl 20 Strep para
enterococcus. Para los anaerobios, se empled el sistema de identificacion Rapid ID 32 A

(Biomerieux®).

Los experimentos de cultivos e identificaciéon bacteriana se realizaron en colaboracion con el
equipo de investigacion de la Dra. Gdmez-Lus del Departamento de Microbiologia de la Facultad

de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

4.2.Determinacion de los niveles de corticosterona

Los niveles de corticosterona en plasma se analizaron mediante un kit comercial ELISA
(Corticosterone ELISA Kit, ENZO Life Sciences). La absorbancia se midid con el lector de
microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU) y el procesamiento de los datos se realizé con el software
incorporado Gen5 Data Analysis Software (BioTek®, EEUU). Con una sensibilidad de 27,0 pg/ml,

el rango de deteccion del kit se encuentra entre 32 pg/mly 20000 pg/ml.

4.3. Determinacion del lipopolisacarido (LPS) plasmatico

El LPS es el principal componente de las bacterias Gram — y realizamos el analisis de esta
endotoxina como medida indirecta de la presencia bacteriana en plasma por su capacidad para
desencadenar una respuesta inmune innata. Para ello, se utiliza el kit comercial LAL
Chromogenic Endpoint Assay (Hycult® Biotechnology, EEUU) que se basa en la capacidad del LPS
para desencadenar una reaccidn enzimatica en el lisado de amebocitos del cangrejo cacerola,
Limulus polyphemus, provocando su gelificacion. Aprovechando esta caracteristica del LPS, el kit

dispone una enzima sensible al mismo que en su presencia provoca la liberacion de un
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cromdforo, la p-nitroanilina. La reaccidn se para con acido acético y la absorbancia se mide a
405 nm con el lector de microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU), interpolando la concentracion
de endotoxina de las muestras gracias a un estandar de la misma. El limite de deteccidn inferior

del kit es de 0,04 EU/mI.

4.4.Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con

transcriptasa reversa o Reverse Transcription -—
quantitative Polimerase Chain Reaction (RT-gPCR)

La determinacién de la expresion génica del mRNA se llevd a cabo por la técnica de la reaccion

en cadena de la polimerasa tras la conversién del RNA extraido en los diferentes tejidos a DNA

complementario (cDNA) mediante una retrotranscripcion o transcripcion reversa.

4.4.1 Transcripcion reversa o Reverse transcription (RT)

La cantidad de RNA extraido se cuantificd y se comprobd su pureza por espectrofotometria
utilizando el NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU). Las concentraciones de RNA
se normalizaron a 100 ng/ul diluyendo con agua DEPC en un volumen final de 10 ul al que se
afiadieron 4,5 pl de una mezcla con Random primers, deoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) y agua
DEPC. Se sometio la solucidn a un calentamiento secuencial de 10 minutos en el termociclador
My Cycler™ (Bio-Rad, EEUU): 1 min a 95 2C, 8 min a 70 2Cy 1 min a 42 2C. Este paso permite la
desnaturalizacion de la doble hebra de DNA y la hibridacién azarosa de los primers a las cadenas
monocatenarias. A continuacidn, se agregaron 5,5 pl de un segundo mix formado por la enzima
retrotranscriptasa, su buffer correspondiente e inhibidores de RNAsas y se calentaron las
muestras durante 60 minutos a 42 2C para que se produjese la transcripcién inversa. Por ultimo,
a los 20 pl se afiadieron 80 il de agua DEPC y el cDNA se almacend a -20 2C hasta su posterior
utilizacién.

4.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa o quantitative-Polimerase

Chain Reaction (qPCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (qPCR o real time-PCR) es
una variante de la PCR convencional que tiene la capacidad de amplificar y, simultdneamente,
cuantificar de forma comparativa el mRNA de la proteina que pretendemos determinar. La
deteccion es posible gracias a la utilizacidn de un fluoréforo intercalante inespecifico, en nuestro
caso SYBR® Green, excitado mediante luz azul (Amax= 488 nm) y que emite luz verde (Amax= 522

nm) recogida por el propio termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, Alemania).
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Se mezclaron para cada muestra 2 pul de cDNA y 18 ml de una mezcla formada por Quantimix
Easy Master Mix (Biotools B&M Labs, Espafia), agua-DEPC y el primer/cebador especifico para
la secuencia de la proteina a detectar (Tabla 8). Tras un calentamiento inicial de 3 minutos a 95
oC, los ciclos a los que se sometieron las muestras en la PCR fueron de 10 s a 95 oC para la
desnaturalizacién, 15 s a 60 2C para el alineamiento y 20 s a 72 2C para la extensidn, repitiéndose
este proceso para un total de 35 ciclos de amplificacién. Las concentraciones relativas de mRNA
se realizaron desde el punto de despegue de la PCR utilizando el software comercial incorporado

y se normalizaron con los niveles de tubulina.

Los oligonucleétidos utilizados como primers/cebadores en la qPCR se disefiaron con la
herramienta Primer3 (Untergasser et al., 2012). Su especificidad por la proteina diana se probd
a través de una PCR in silico disponible en USCS GenomeBrowser (Kent et al., 2002) y un
alineamiento de secuencias Blast (NCBI) frente a DNA complementario (cDNA) y DNA gendmico
(gDNA), seleccionando aquellos primers/cebadores capaces de hibridar Unicamente con la

secuencia diana.

Proteina Cebador directo Cebador inverso
Akt 5’-CCAAGGAGATCATGCAGCAC-3’ 5’-TTCACTGTCCACACACTCCAT-3’
PI3K 5’-GGTACAAGTCCCTTCAGCCC-3’ 5’-GGTCAGCCCCATCTTCAGTC-3’
Nrf2 5’-TGACTCTGACTCCGGCATTTCACT-3’ 5’-TCCATTTCCGAGTCACTGAACCCA-3’
HO-1 5’-TTCAGAAGGGTCAGGTGTCC-3’ 5’-AAGGCCATGTCCTGCTCTAG-3’
NQO-1 5-GCTTGCTTTCAGTTTTCGCC-3’ 5’-GAGGCCCCTAATCTGACCTC-3’
SOD-1 5’-AGGGCGTCATTCACTTCGAG-3’ 5’-CCTCTCTTCATCCGCTGGAC-3’
GPx-1 5’-TGAGAAGTGCGAGGTGAATG-3’ 5’-CGGGGACCAAATGATGTACT-3’
Catalasa 5’-CACCTGAAGGACCCTGACAT-3’ 5’-CCATTCGCATTAACCAGCTT-3’
5-HTia 5’-TGGGTACTCTCATTTTCTG-3’ 5’-CAGCACTGATACCATGAG-3’
5-HTs 5’-GGTGGACTATTCTGCTAAA-3’ 5’-GGAGTAGACCGTGTAGAG-3’
5-HTza 5’-ATGCTGCTGGGTTTCCTTGT-3’ 5’-TTGAAGCGGCTGTGGTGAAT-3’
5-HT2 5’-GGCCAATCAGTGCAATTCCC-3’ 5’-AAAGCAGCCAGTGACCCAAA-3’
5-HT; 5’-TCTCTTCGGATGGGCTCAGA-3’ 5’-TTCCTGGCGGCCTTGTAAAT-3’
TNFa 5’- CTGGCCAATGGCATGGATCTCAAA-3’ 5’-ATGAAATGGCAAATCGGCTGACGG-3’
| L-IB 5’-ACCTGCTAGTGTGTGATGTTCCCA-3’ 5’-AGGTGGAGAGCTTTCAGCTCACAT-3’
IDO-1 5’-GAGGGGACACAGGTTACAGC-3’ 5’-AAGACAGAATGGGAGGCAGC-3’
TDO 5’-GAACGCACACCTGGCTTAGA-3’ 5’-CATCGAACAAGCAGAGCAGC-3’
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Haao 5’-GGCACATCCCTAAGCCTGTT-3’ 5’-GCCACAGCCACACATCTACA-3’
KAT-1 5’-TCACACCTCGCACCAAGATC-3’ 5’-TGGCACAGATTAGCCACCAG-3’
KAT-2 5’-AGGTTCCTCACTGCAACGAG-3’ 5-AGGAGCCAGGGAGATGATGT-3’
KAT-3 5’-TGGCCTGAAACCCATCATCC-3’ 5’-GCGGATACAGGAATGGCTGA-3’
MKP-1 5’-CTCAAGTCTTCTTCCTCCAA-3’ 5-CAGGAAGGACAGGATCTCCA-3’

MKP-3 5-TGAGGCCATTTCTTTCATAG-3’ 5’-CTGGCCCATGAAGTTGAAGT-3
LAT-1 5’- CCCTGGCCATCATCATCTCC-3’ 5’- AGCCCACGAAGACAGGAATG-3’
Tubulina 5’-CCCTCGCCATGGTAAATACAT-3’ 5’-ACTGGATGGTACGCTTGGTCT-3’

Tabla 8. Secuencias de primers especificos para cada proteina a detectar por la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (QPCR).

4.5.\Western blot

4.5.1 Cuantificacion de proteinas y preparacion de muestras

Los ensayos de expresion proteica mediante la técnica de Western blot requieren una
normalizacién previa del contenido total de proteina en las muestras. El contenido proteico total
se midié segln el ensayo Bradford (Bradford, 1976) basado en el cambio de absorbancia del
colorante azul brillante de Coomassie® en condiciones acidas adquiriendo un tono azulado al
unirse a las proteinas. EI mecanismo por el cual esto transcurre se debe a dos tipos de
interacciones que el colorante establece con las proteinas. Su forma rojiza dona su electrdn libre
a los grupos ionizables proteicos provocando la exposicién de las zonas hidrofébicas presentes
en la estructura terciaria de la proteina. Esto permite su interaccién con las regiones apolares
del colorante de Coomassie® por fuerzas de van der Waals permitiendo ademas que la unién
colorante-proteina se fortalezca por interaccidn idnica al aproximar cargas de diferente
polaridad. Los cambios derivados de esta unidn estabilizan la forma azulada del colorante y
puede utilizarse como medida indirecta de la cantidad total de proteina presente en las
muestras. La absorbancia se lee a 595 nm con el lector de microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU)
tras 5 minutos de incubacién y se estima la cantidad de proteina por interpolacién con una recta
de calibrado creada a partir de concentraciones conocidas de albimina de suero bovino (Sigma)

entre 0y 400 pg/ml, tras la dilucién previa de las muestras correspondiente.

Conocida la concentracion de proteinas, se normalizaron las muestras a 1ug/ul y se les afiadio

el tampdn Laemmli (BioRad®, EEUU) con 3-mercaptoetanol al 5% como agente desnaturalizante.
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4.5.2 Western blot

Se cargaron 15-20 pg de proteina en los diferentes pocillos, reservando uno para el marcador
de peso molecular Precision Plus Protein™ (BioRad, EEUU), de geles de electroforesis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) en porcentaje de acrilamida/bisacrilamida (BioRad, EEUU) variable
segun el peso molecular de la proteina objeto de estudio (Tabla 9). La electroforesis se llevd a
cabo a 120 V hasta la migracion completa del frente a través del gel y se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot® Midi Nitrocellulose (BioRad®, EEUU)
mediante el sistema de transferencia semi-seca Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad®,

EEUU) durante 10 minutosa 2,5Ay2,5V.

Las membranas con las proteinas transferidas se bloquearon durante 1 hora con una solucién al
5% de leche desnatada o albimina de suero bovino (PanReac, Alemania) para evitar las uniones
inespecificas al anticuerpo y reducir el ruido de fondo. A continuacién, se incubaron las
membranas durante toda la noche a 4 2C con el anticuerpo primario especifico de la proteina a
detectar en la dilucién adecuada de TBS-Tween (Tabla 8). Tras tres lavados de 10 minutos con
tampon Tris-salino con Tween 20 (BioRad, EEUU) al 0,1% (TBS-Tween), las membranas se
incubaron con la dilucion adecuada en TBS-Tween del anticuerpo secundario especifico

correspondiente: ratdn, conejo o cabra (Tabla 9).

Tras eliminar el exceso de anticuerpo secundario efectuando tres nuevos lavados con TBS-
Tween, el revelado se realizé por quimioluminiscencia aplicando el kit Amersham ECL Prime (GE
Healthcare, Reino Unido) que permite la oxidacion catalizada del luminol por accién de la
peroxidasa acoplada a los anticuerpos secundarios. La deteccidn de la quimioluminiscencia
emitida se registré con el equipo Odyssey® Fc Imager (LI-COR®, EEUU) y la cuantificacion de las
bandas se llevé a cabo con el software Imagel (NIH, EEUU). Se optimizé la sefial obtenida
analizando diferentes exposiciones temporales para asegurar la linealidad de la intensidad de

las bandas, basandonos siempre en la literatura disponible.

Como controles de carga se utilizaron la beta-actina (B-actina) en el caso de muestras de

homogeneizado total o citosdlicas y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) para

las muestras nucleares.

Proteina Tipo de % Ac Primario Ac Secundario
(kDa) muestra Acrilamida (dilucion) (dilucidn)
p-Akt . o Cell Signaling Anti-rabbit Sta.Cruz

(60 kDa) Sl 8% (1:1000) (1:2000)

Akt total . o Cell Signaling Anti-rabbit Sta.Cruz

(60 kDa) Citosol 8% (1:1000) (1:2000)



Material y métodos

PI3K
(110 kDa)
Nrf2
(62 kDa)
Keap-1
(70 kDa)
p-GSK3[
(47 kDa)
GSK3p total
(47 kDa)
4-HNE
(66 kDa)
PPAR-y
(58 kDa)
SERT
(70 kDa)
NET
(58 kDa)
IDO-1
(45 kDa)
COX-2
(72 kDa)
CCL28
(14 kDa)
Z0-1
(220 kDa)
Ocludina
(66 kDa)
p-p38
(38 kDa)
p-ERK1/2
(44-42 kDa)
p-JNK
(54-46 kDa)
TLR-4
(95 kDa)
Hsp 60
(60 kDa)
Hsp 70
(70 kDa)
NF-xB (p65)
(65 kDa)
p38 o/B
(38 kDa)
DUSP2
(35 kDa)
S100A10
(11 kDa)
Bcl-xL
(30 kDa)

Citosol
Nucleo
Citosol
Citosol
Citosol
Homog. total
Nucleo
Homog. total
Homog.total
Homog.total
Citosol
Homog. total
Homog. total
Homog. total
Citosol
Citosol
Citosol
Citosol
Citosol
Citosol
Nucleo
Citosol
Nucleo
Citosol

Citosol

7%

8%

8%

8%

8%

8%

8%

8%

8%

8%

7%

14 %

7%

7%

8%

8%

8%

7%

7%

7%

8%

8%

8%

16 %

8%

Sta. Cruz
(1:750; 1% BSA)
Sta. Cruz
(1:750; 1% BSA)
R&D Systems
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:750; 2% BSA)
Sta. Cruz
(1:1000)
R&D systems
(1:750; 2% BSA)
Sta. Cruz
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:750; 2,5% BSA)
Sta. Cruz
(1:750; 2% BSA)
Sta. Cruz
(1:750; 1% BSA)
Sta. Cruz
(1:1000; 2% BSA)
R&D Systems
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:750; 1 % BSA)
Sta. Cruz
(1:750; 2,5 % BSA)
Sta. Cruz
(1:1000; 1% BSA)
Cell Signaling
(1:1000)
Cell Signaling
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:750; 2% BSA)
Sta. Cruz
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:1000)
Sta. Cruz
(1:1000)
Abcam
(1:500)

Cell Signaling
(1:1000)

Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-goat Sigma
(1:5000; 1% BSA)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-goat Sigma
(1:5000; 1% BSA)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-goat Sigma
(1:5000; 1% BSA)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-goat Sigma
(1:5000; 1% BSA)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-goat Sigma
(1:5000; 1% BSA)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-mouse GE
Healthcare (1:2000)
Anti-rabbit Sta.Cruz
(1:2000)
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B-actina Homog. total 7-16% Sigma Anti-mouse GE

(42 kDa) / citosol ? (1:15000) Healthcare (1:10000)

GAPDH , Sigma Anti-mouse GE
Nucl 7-169

(37 kDa) ucieo 6% (1:10000) Healthcare (1:10000)

Tabla 9. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para cada proteina a detectar por Western Blot.

4.6.Determinacion de los niveles de prostaglandinas en
corteza prefrontal

Estos ensayos se realizan tras la extraccidn de eicosanoides aplicada sobre la corteza prefrontal

detallada en el apartado procesamiento de muestras.

4.6.1 Cuantificacion de la prostaglandina E> (PGE3)

La cuantificacidn de los niveles de la PGE; en la corteza prefrontal se realizé6 mediante un ensayo
ELISA competitivo comercial “Prostaglandin E; EIA Kit” (Cayman Europe, Estonia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El kit se basa en la competitividad entre la PGE, presente en la
muestray el conjugado PGE;-acetilcolinesterasa del kit en su unién a los anticuerpos especificos
anti-PGE; adheridos al fondo de los pocillos de la placa. Al ser la concentracién del conjugado
constante, las diferencias en la unién vendrdn dadas por los niveles de la PGE; de cada muestra
gue seran inversamente proporcionales a los del conjugado retenido por los anticuerpos.
Después del lavado de los pocillos, se incuba con el reactivo de Ellmans que incluye el sustrato
de accién de la acetilcolinesterasa generandose un producto amarillo detectado al leer la
absorbancia a 412 nm con el lector de placas Synergy 2 (BioTek®, EEUU). El limite de deteccion

del ensayo son 15 pg/ml (80% B/Bo).

4.6.2 Cuantificacion de la 15-deoxi-A****-prostaglandina J2 (15-dPGJ;)

La 15-dPGJ, se determind utilizando un kit ELISA competitivo comercial “15-deox-A'%14-
Prostaglandin J2 ELISA” (DRG®, Alemania). El fundamento del ensayo es similar al descrito para
la PGE;: la 15-dPGJ; presente en la muestra compite frente a un conjugado 15-dPGlJ;-
alcalinafosfatasa del kit por la unién al anticuerpo adherido en los pocillos de la placa. Tras el
lavado correspondiente, la adicidn del sustrato desencadena una coloracién amarilla catalizada
por el conjugado de tal manera que la intensidad de la sefial sera inversamente proporcional a
la concentraciéon de la 15-dPGJ; de la muestra y se detecta al leer a 405 nm con el lector Synergy

2 (BioTek®, EEUU). El rango de detecciéon comprende entre 195 pg/mly 200000 pg/ml.
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4.7.Determinacion del estrés oxidativo

4.7.1 Peroxidacion lipidica (MDA) en corteza prefrontal

La peroxidacion lipidica es el resultado de la degradacién de lipidos de membrana como
consecuencia de la acumulacién de radicales libres ante un estado de estrés oxidativo en la
célula. Los radicales libres capturan electrones de los lipidos en las membranas celulares y se
genera una reaccion en cadena que afecta principalmente a 4cidos grasos poliinsaturados ya
que poseen hidrégenos especialmente reactivos en los grupos metileno situados entre los
dobles enlaces. Uno de los productos que se forma, el malonildialdehido (MDA), puede utilizarse
como medida indirecta de los niveles de estrés oxidativo gracias a una adaptacion del test del
acido tiobarbiturico descrito por Das and Ratty (1987). Las muestras de tejido cerebral se
homogeneizaron (Tyssuelyser, QUIAGEN®) en 10 volumenes de tampén fosfato 50 mM vy se
desproteinizaron con acido tricloroacético (TCA) al 40% (p/v) y acido clorhidrico (HCl) 5 M
seguidos de la adicidn de acido tiobarbiturico (TBA) al 2% (p/v) disuelto en hidréxido de sodio
(NaOH) 0,5 M. La mezcla se agito delicadamente y se dejo transcurrir a la reaccidén colorimétrica
durante 15 minutos a 90 2C, quedandonos finalmente con el sobrenadante tras una
centrifugacién de 10 minutos a 12000 rpm. El cromdgeno rosa se leyé en un lector de
microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU) a 532 nm y los resultados se expresaron como
nanomoles de MDA, obtenidos por extrapolacién en una recta patrén de concentraciones

conocidas de MDA, por miligramo de proteina total determinada por ensayo Bradford.

4.7.2 Medicion de los niveles de nitritos (NO>) en corteza prefrontal

Los catabolitos provenientes del 6xido nitrico, nitritos y nitratos contribuyen al estrés
oxidativo/nitrosativo celular. Para la determinacidn de los mismos, se siguié el método descrito
por Peter Griess en 1858 conocido como “ensayo Griess”. El tejido cerebral se homogeneizé
(Tyssuelyser, QUIAGEN®) en 10 volimenes de tampdn fosfato 50 mM vy se centrifugaron a
13000g durante 15 minutos a 4 2C, queddndonos con el sobrenadante. En una placa de 96
pocillos se realizaron duplicados con 100 pl de muestra o estandar de nitrito de sodio para la
recta patron a los que se afiadieron 50 ml de N-1-(Naftil)-etil-enediamina (Neda) al 0,1% (p/v) y
50 ml de sulfanilamida al 1% (p/v). La lectura se realizé en el lector de microplacas Synergy 2
(BioTek®, EEUU) a 540 nm y se extrapolaron las concentraciones de nitritos segln la recta
patrén, normalizdndolas posteriormente con la cantidad total de proteina cuantificada por

Bradford.
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4.8.Determinacion de otros parametros bioquimicos

4.8.1 Cuantificacion de inmunoglobulina A (IgA)

Lainmunoglobulina A represente la primera linea de defensa en el epitelio intestinal y para llevar
a cabo el analisis de sus niveles se utilizd el kit comercial Mouse IgA ELISA Quantitation Set
(Bethyl Laboratories®, EEUU). Los homogeneizados totales del colon constituyeron el material
de partida para la determinacién, siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura de las
absorbancias se realizd con el lector de microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU), siendo la

sensibilidad del ensayo de 15 ng/ml y el limite inferior de deteccién 15,625 ng/ml.

4.8.2 Cuantificacion de los metabolitos de la kinurenina: dcido quinolinico (QUINA)
y dcido kinurénico (KYNA)
El 4cido quinolinico y el 4cido kinurénico son metabolitos de la via de las kinureninas y se analizé
su presencia en homogeneizado total de corteza prefrontal mediante kits comerciales ELISA
(Cloud-Clone Corp., EEUU) segun las indicaciones del fabricante. Para el ELISA del acido
quinolinico la sensibilidad es de 0,58 ng/ml y el rango de deteccion de 1,23-100 ng/ml. Por su
parte, el de acido kinurénico posee una sensibilidad de 9.24 ng/ml y el rango de deteccién es de
24.69-2000 ng/ml. La lectura de las absorbancias se realizé en ambos casos con el lector de

microplacas Synergy 2 (BioTek®, EEUU).

4.9.Inmunohistoquimica de fluorescencia

Con el fin de identificar los tipos celulares nerviosos que expresan una determinada proteina,
asi como de apreciar posibles diferencias en la intensidad de la misma, se puso a punto un
protocolo de doble inmunofluorescencia. El tejido cerebral preparado para este fin, tal y como
se describe en el apartado de toma de muestras, se cortd con un micrétomo de deslizamiento
SM2000 (Leica, Alemania) en rebanadas de 30 um que se guardaron en liquido anticongelante

a -40 2C hasta su posterior uso.

Para disminuir la autoflorescencia del tejido debida a compuestos similares a la lipofuscina, los
cortes se trataron con una solucion de sulfato cuproso Cu,SO4 10mM en acetato de amonio 50
mM a pH=5. Tras tres lavados de 10 minutos cada uno con agua destilada, las secciones se
bloquearon con BSA 10% durante 1 horay, posteriormente, se incubaron con KPBS, BSA 10% y
los correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 10) durante 48 horas a 4 2C en agitacidn. La
incubacién con los anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos se realizd tras eliminar
el exceso de anticuerpo primario con tres lavados de KPBS y teniendo en cuenta que la proteina

de interés emitiria en rojo y el marcador celular lo haria en verde, dejando el azul para la tincidn
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con DAPI (Tabla 10). Se incluyeron controles del ensayo suficientes para asegurar que la unién
antigeno-anticuerpo y la sefial emitida eran las correctas evitando inespecificidades y

situaciones de reactividad cruzada entre anticuerpos.

Los cortes se colocaron en himedo sobre portaobjetos SuperFrost™ Plus (ThermoFisher
Scientific, EEUU) utilizando como medio de montaje ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI
(Life Technologies™, EEUU). La visualizacién del tejido marcado por inmunohistoquimica de
flourescencia se llevd a cabo mediante un microscopio confocal FluoView1200 (Olympus, Japén)
con un analisis de correlacion de fluorescencia Fluorescence Correlation Spectroscopy
(PicoQuant, Alemania). Se incluyeron experimentos control incubando las secciones de tejido
con cada anticuerpo individualmente y después con ambos anticuerpos secundarios para
asegurar que estos Ultimos no mostraban reactividad cruzada con el primario o entre ellos.
Asimismo, se optimizd la sefial obtenida analizando diferentes exposiciones temporales,

basandonos siempre en la literatura disponible.

Marcaje Proteina Ac primario (dilucién) Ac secundario (dilucion)
p-p38 Sta. Cruz (1:500)

Donkey anti-rabbit o anti-

Pr?l:ﬁ:l:\aa p-ERK1/2 Cell Signaling (1:1000) goat IgG conjugado con
. o Alexa 555 (1:2000)
p-JNK Cell Signaling (1:1000)
NeuN (neurona) Abcam (1:1000)

Donkey anti-rabbit o anti-
Ibal (microglia) Abcam (1:1000) mouse IgG conjugado con
Alexa 488 (1:2000)

Marcador tipo
celular
GFAP (astroglia) Sta. Cruz (1:1000)

Tabla 10. Combinacion de anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica de fluorescencia.
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5.Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media £ SEM (error estandar de la media) y el analisis estadistico
utilizado depende del nimero de grupos entre los que comparar y del nimero de variables
independientes, siendo diferente en las muestras de animales y en las humanas como
consecuencia de la capacidad de control de variables debido a su propia naturaleza. El software
empleado en los andlisis fue GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., EEUU) e InVivoStat

(Mockett Media, Reino Unido).

En todos los casos, se considerd estadisticamente significativa una p<0,05.

5.1.Estudios con animales

En el caso de dos grupos experimentales y una variable independiente se realizé una t de Student
no pareada de dos colas a la que se le aplicé la correccidn de Welch cuando las varianzas no
fueran iguales. Para mas de dos grupos experimentales y una variable independiente, se aplico
un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido de un post hoc de Neuman-Keuls. Se
analizaron los datos con el test de Brown-Forsythe para asegurar la distribucién gaussiana y, de
no resultar asi, se realizé un ANOVA no paramétrico con un test de Kruskal-Wallis y el post hoc
elegido fue el de Dunn. Cuando procedemos al andlisis de grupos experimentales con dos
variables independientes, el analisis elegido fue un ANOVA de dos vias (con medidas repetidas

o no segun el caso) seguido de un post hoc de Sidak.

5.2.Estudios en humanos

Se procesdé cada par de muestras en paralelo para cada caso y su control pareado
correspondiente para controlar la varianza experimental. Se asegurd la distribucion gaussiana
para los valores semicuantitativos de proteina obtenidos y se compararon los pacientes
depresivos frente a los controles mediante un test t de Student no pareada de dos colas. Al
separar los pacientes depresivos en tratados y no tratados, el nimero de grupos experimentales
ascendid a tres y se utilizd una ANOVA de una via seguido de un post hoc de Dunnet frente al
grupo control. Se realizé un andlisis de correlaciones para evaluar la influencia del sexo, la edad,
el tiempo de recogida del cerebro post mortem, el tiempo de almacenamiento y el indice de
masa corporal (IMC) (Tabla 11). En caso de correlacién entre variables, se reanalizaron los
resultados mediante un andlisis de la covarianza (ANCOVA) controlando para el factor

correspondiente como covariable.
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: | Sexo |  Edad | RPM [ = IMC | pHcerebral
---_-__-_
TLR-4

Hsp 60 0,2811 | 0,0325

Hsp 70 0,5419 | 0,0042

NF-kB 0,3088 | 0,0390
p-ERK1/2
p-p38/p38e/B

p-INK -0,6658 = 0,0026
DUSP2 0,3809 | 0,0378

PI3K

Keap-1 -0,277 | 0,0353
Nrf2

S100A10

Bcl-xL 0,4387 | 0,025

Tabla 11. Andlisis de correlaciones para las variables sexo, edad, recogida post mortem (RPM), indice de
masa corporal y pH cerebral. TLR-4: receptor Toll-like 4; Hsp: proteina de choque térmico; NF-kB: factor
nuclear kappa B; ERK: quinasa de la sefial extracelular; p38: proteina 38; JNK: quinasa NH» terminal de c-
jun; DUSP: fosfatasa dual especifica; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; Keap-1: proteina asociada a ECH tipo-
Kelch 1; Nrf2: factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2); SI00A10: proteina S100 de unién a calcio
A10; Bcl-xL: proteina extra grande del linfoma de células B.
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Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Dr. Juan Carlos Leza Carro
Departamento de Farmacologia
Universidad Complutense de Madrid

José Javier Meana Martinez, en calidad de responsable de la coleccion de muestras
cerebrales inscrita en el Registro oficial del Instituto de Salud Carlos III con el nimero
35, declara su conformidad a la utilizacion de muestras procedentes de la citada
coleccion en el desarrollo del Proyecto “Papel de la microbiota en el origen y las
consecuencias de la inflamacion en depresion. Estudio traslacional” cuyo investigador
principal es el Dr. Juan Carlos Leza Carro.

La obtencién y utilizacién de las muestras sefialadas se rige por la Ley 14/2007, el RD
1716/2011 (BOE de 2 de diciembre) y el Acuerdo de colaboracion suscrito entre la
Universidad del Pais Vasco UPV/EHU y el Instituto Vasco de Medicina Legal.

A efectos informativos, la obtencién de las muestras sigue los procedimientos marcados
en el articulo 26 del mencionado RD: “La obtencién y utilizacion de muestras
bioldgicas de personas fallecidas podra realizarse en el caso de que asi lo hubieran
dispuesto en vida o cuando no hubieran dejado constancia expresa de su oposicion. A
estos efectos se indagard la existencia de instrucciones previas y, en ausencia de estas,
se consultard a los familiares mas préximos del fallecido y a los profesionales que le
atendieron en el centro sanitario, y se dejard constancia de las consultas realizadas”.
Igualmente le informamos de los requerimientos legales sefialados en el mismo articulo
en los que se hace necesario dictamen de un Comité de Etica para la utilizacién de las
muestras: “Las muestras solo podrdn destinarse a investigacion biomédica previo
dictamen favorable del Comité de Etica de la Investigacién correspondiente al centro”.
En ese sentido, debe entender que la responsabilidad de la solicitud de evaluacion ante
un Comité de Etica de Investigacion, ha de recaer en el grupo de investigacién que hara
uso de las muestras y no sobre el grupo de investigacion encargado de la obtencion y
custodia de las mismas, cuyas actividades poseen una regulacion ajena al desarrollo y
evaluacion de Proyectos de investigacion concretos. '

Por otra parte, conforme al RD 1716/2011 la Universidad del Pais Vasco UPV/EHU y el
Instituto Vasco de Medicina Legal suscribieron un Convenio que garantiza el
cumplimiento de los requisitos legales establecidos en el proceso de obtencién de cada
una de las muestras incorporadas a la coleccion. Las muestras son cedidas en
condiciones de disociacion reversible por lo que no se incorporan datos personales a
los responsables de la coleccion.

>4 Departamento de Farmacologia/Farmakologi Saila. Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea.
E-48940 Leioa, Bizkaia, Spain.

W +34-94 601 2762, 94 601 2757. Fax: +34-94 601 32 20, 94 601 34 00.

@ javier.meana@ehu.es
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Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Se le recuerda que por las caracteristicas legales de las colecciones de muestras
establecidas fuera del ambito de un Biobanco y los acuerdos interinstitucionales arriba
mencionados:

a) El desarrollo del Proyecto en el apartado correspondiente a la utilizaciéon de muestras
cerebrales postmortem ha de realizarse en régimen de colaboracion entre el grupo
del Dr. Leza y el grupo de Neuropsicofarmacologia de la UPV/EHU. Desde el punto
de vista legal no es una cesion desde un Biobanco sino que posee los requerimientos
especificos establecidos para las colecciones mantenidas fuera del ambito de
Biobancos.

b) Las muestras se utilizaran exclusivamente para la realizacion del Proyecto arriba
mencionado. Las muestras no podran ser utilizadas con fines comerciales ni para
Convenio, contrato o colaboracion de ninglin tipo con empresas u otras instituciones
al margen de lo resefiado en este documento.

¢) En las publicaciones y cualquier otra forma de difusion de los resultados cientificos a
que den lugar los trabajos de investigacion fruto de la utilizacion de las muestras se
debera reconocer y hacer constar el origen de las muestras, la participacion del
Instituto Vasco de Medicina Legal, asi como la financiacién que hace posible la
obtencién, mantenimiento y gestion de la coleccion.

d) Existen condiciones pactadas entre la UPV/EHU vy el Instituto Vasco de Medicina
Legal respecto al potencial uso pericial de los resultados de la actividad
investigadora desarrollada con las muestras cedidas, los derechos de propiedad
intelectual y la proteccion industrial derivada. La colaboracion entre el grupo
dirigido por el Dr. Leza y el grupo de Neuropsicofarmacologia se desarrollara bajo
esas condiciones.

En Leioa a diecinueve de mayo de dos mil catorce

EUSKAL HERRIKO /
N\ ¢, URIBERTSITATEA -'
N W/

S rm—

>4 Departamento de Farmacologia/Farmakologi Saila. Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea.
E-48940 Leioa, Bizkaia, Spain.

W +34-94 601 2762, 94 601 2757. Fax: +34-94 601 32 20, 94 601 34 00.

(= javier.meana@ehu.es
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Resultados

1.Efectos de los antidepresivos sobre |a
neuroinflamacion inducida por el
modelo de depresion chronic mild
stress (CMS)

En este primer capitulo se describen algunos desequilibrios neuroinflamatorios tras el CMS y
como el tratamiento con antidepresivos usados actualmente en la clinica fue capaz de

modularlos.

1.1.Efectos del CMS vy los antidepresivos sobre la ruta del
factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) en el
PFCy el hipocampo

El factor nuclear Nrf2 juega un papel crucial en la respuesta antioxidante celular contra el estrés
oxidativo y se ha relacionado con propiedades neuroprotectoras en patologias psiquiatricas
como se ha descrito previamente. Se analizé el impacto del CMS y los tratamientos

antidepresivos en el cortex prefrontal (PFC) y en el hipocampo.

1.1.1 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre los activadores de
Nrf2
La proteina quinasa B (Akt) y la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) controlan rutas de supervivencia
celular y pueden activar a Nrf2. EI CMS disminuyd la expresién del mRNA de PI3K en el PFC. Los
tratamientos basados en desipraminay duloxetina indujeron la expresion del mRNA de Akt, pero
solo la desipramina incrementd los niveles de mRNA de PI3K (Figura 37A,C). El ratio de las formas
fosforilada (activa) y total del Akt se redujo tras el CMS y los antidepresivos no fueron capaces
de recuperarlo (Figura37B). La expresidon proteica de PI3K no se modificé en ninguno de los

grupos (Figura 37D).

En el hipocampo, los niveles de proteina de p-Akt/Akt y PI3K disminuyeron en el grupo de CMS.
Aunque el escitalopram para PI3K y p-Akt/Akt y la duloxetina para p-Akt/Akt mostraron una
tendencia hacia restaurar su expresion, Unicamente el tratamiento con duloxetina aumenté los
niveles de proteina de PI3K (Figura 37F,H). No se registraron variaciones en los niveles de mRNA

(Figura 37E,G).
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Figura 37. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre los activadores del factor nuclear tipo 2
(derivado de eritroide 2) (Nrf2). Niveles de expresion relativos de mRNA de la proteina quinasa B (Akt) (A)
y la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (C), niveles de proteina de p-Akt/Akt (B) y PI3K (D) en el cértex prefrontal
(PFC) y niveles de proteina de p-Akt/Akt (F) y PI3K (H) en el hipocampo. Los grupos experimentales
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inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccién y sus valores se expresan
conjuntamente en la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la
claridad y la concisidn de la presentacion. Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de
6-8 ratas por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. control (CT); ##p < 0,01 vs. CMS; $ p < 0,05 vs. CMS +
Desipramina. En (F), se analizaron los datos mediante un ANOVA no paramétrico con un test de Kruskal-
Wallis seguidos de un post hoc de Dunn. En el resto de los datos se realizd un ANOVA de una via seguido
de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.

1.1.2 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de
Nrf2 y sus inhibidores

El Nrf2 es activo cuando transloca al nucleo evadiendo la inhibicién de la proteina asociada a
ECH tipo-Kelch 1 (Keap-1) y de la quinasa de la glucdgeno sintasa 3 beta fosforilada (p-GSK-33).
En el PFC, tanto los niveles de mRNA como de proteina en el nucleo de Nrf2 disminuyeron tras
el protocolo de CMS (Figura 38A,B). Ademas, el CMS incremento la expresion de Keap-1 y del
ratio de p-GSK-33/GSK-3[3 (aunque éste ultimo no alcanzd significacion estadistica debido al test
no paramétrico) (Figura 38C,D). Los tratamientos con desipramina y duloxetina, pero no el de
escitalopram, restauraron la expresidn de Nrf2, Keap-1y p-GSK-3[3/GSK-3p ratio (de nuevo éste

ultimo sin significacién estadistica) (Figura 38B,C,D).

El CMS no modifico la expresion de Nrf2 y sus inhibidores en el hipocampo (Figura 38E-H). En
estos tres tratamientos, el Unico efecto en esta estructura cerebral fue la induccidon de la

expresion nuclear de Nrf2 con la duloxetina (Figura 38F).



Resultados

PFC

Nrf2 D[ . —rere [«~ =]« 68 kDa
GAPDH D[ e s w o o o o [ w37 kD
A B CT  CMS CMS+ CMS+ CMS+

Desip Escit Dulox

150 150 # #
~ =
= 8}
o
8
< 100 <
-~ * I
< > o «
z o
4 <
E 50 ©
= e
ke &
z =z
0 0
N ° < N + & 2 N & o
< & &S & & &
) 2 o* ) 4 o
N >
& 9 o & © &
Keap-1 B [F5 —Y — PRI p-osk-ap PES S S ES T 00 08 T S8 ]« 47kDa
Boacting P B e e e e e ] < 42 kDa GsKk-3p DD ———————| 47 kDa
cT CMS CMS+ CMS+ CMS+ B-actina P[E s v v s s v s s Sl 42 kDa
Desip Escit  Dulox cT CMS CMS+ CMS+ CMS+
s Desip Escit  Dulox
~ 150 * " 200
= -~
o & ~ *
@ ~
B # ® - 150
© 100 #h x ©
< »
r_’ 9 §/100
©
@ -
= =
~ 50 X ©
< 2 % 50
o O @
< 2
° =
M
o o
N % Q & o & 4 N & o+
9 & o & o & o & o
) > o" Cy o )
N >
& 19 & o 9 o
Nrf2 P = - — - — =] 68kDa
E F GAPDH F\-_—-_ - ‘|« 37«pa
cT CMS CMS+ CMS+ CMS +
Desip Escit Dulox
.
##
150 200 38
P = &
= o
o o 150
s
£ 100 <
: T
s 2 100
@ <
E 59 o
g 3 so
z £
z
0 0
2l 2 N N + A o < N &
< o@ X 5 x@,ﬁ o N <o o@ o 5 x@,,“ o N
o & ) o &2 )
& © & & © &
Gsk-3p P 0 < 47 kDa
Keap-1 B | _— | < 70«kDa P b —y
Pl ‘4 GSK-3p P [T < 47 kDa
-actina — - - - 42 kDa _—— e — s — —
B p-actina B> < 42kDa
150_CT CMS  CMS+ CMS+ CMS+ CT  CMS CMS+ CMS+ CMS+
= Desip  Escit  Dulox Desip Escit  Dulox
o
S =
< e
@ 1 1 v
g 00 26
5 o &
lvﬂ - ©
@ s
= 507 v o
i o
o [CREN
s s
X
0
A & Q N +
<© N o o N
© °° ax@e o
&) o
o o »

Figura 38. Efectos del chronic mild stress (CMS) y los antidepresivos evaluados sobre la expresion del factor
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) y sus inhibidores. Niveles de expresion relativos de mRNA
de Nrf2 (A) y niveles de proteina de Nrf2 (B), proteina asociada a ECH tipo-Kelch 1 (Keap-1) (C) y ratio de
la quinasa de la glucégeno sintasa 3 beta fosforilada (p-GSK-33/GSK-3f3) (D) en el PFC. Niveles de expresidn
relativos de mRNA de Nrf2 (E) y niveles de proteina de Nrf2 (F) y Keap-1 (G) y p-GSK-3B/GSK-3f3 (H) en el
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hipocampo. Los grupos experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la
inyeccién y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Las imagenes del Western blot se
recortaron (bandas negras) (B) para mejorar la claridad y la concision de la presentacidn. Los datos son la
media + error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo. *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. control (CT);
#p < 0,05, ##p < 0,01 vs. CMS; S p < 0,05, SS p < 0,01 vs. CMS + Desipramina; & p < 0,05 vs. CMS +
Escitalopram. En (D), se analizaron los datos mediante un ANOVA no paramétrico con un test de Kruskal-
Wallis seguidos de un post hoc de Dunn. En el resto de los datos se realizd un ANOVA de una via seguido
de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.

1.1.3 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de
enzimas antioxidantes

El Nrf2 libre en el ndcleo reconoce las secuencias de los elementos de respuesta antioxidantes
(ARE) del genoma e induce la transcripcién de enzimas detoxificantes de fase Il. En el PFC, los
niveles de mRNA de la NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1), la glutatién peroxidasa 1
(GPx-1) y catalasa pero no de la hemoxigenasa 1 (HO-1) disminuyeron bajo condiciones de CMS
(Figura 39A-E). Los tres antidepresivos evaluados restauraron la expresion de GPx-1 (Figura 39A)
y la duloxetina incrementé los niveles de catalasa, mostrando los otros dos antidepresivos una

clara tendencia en esta direccion (Figura 39 E)

No se registraron cambios en la expresion de mRNA de las enzimas antioxidantes en el
hipocampo tras el CMS (Figura 40A-E). Las Unicas acciones ejercidas por los antidepresivos en
esta estructura cerebral fue una induccién con la desipramina y una clara tendencia por parte

de la duloxetina en los niveles de HO-1 (Figura 40A).
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Figura 39. Efectos del chronic mild stress (CMS) y los antidepresivos evaluados sobre la expresion de
enzimas antioxidantes en el cortex prefrontal (PFC). Niveles de expresion relativa de mRNA de la
hemoxigenasa 1 (HO-1) (A), NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1) (B), la superdxido dismutasa 1
(SOD-1) (C), la glutation peroxidasa 1 (GPx-1) (D) y catalasa (E). Los grupos experimentales inyectados con
vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccion y sus valores se expresan conjuntamente en
la figura. Los datos son la media + error estdndar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo. *p < 0,05,
*%%p < 0,001 vs. control (CT); #p < 0,05; ###p < 0,001 vs. CMS; $ p < 0,05, $$ p < 0,01, $5$ p < 0,001 vs.
CMS + Desipramina. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de
Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.
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Figura 40. Efectos del chronic mild stress (CMS) y los antidepresivos evaluados sobre la expresion de
enzimas antioxidantes en el hipocampo. Niveles de expresiéon relativos de mRNA de la hemoxigenasa 1
(HO-1) (A), NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1) (B), la superdxido dismutasa 1 (SOD-1) (C), la
glutation peroxidasa 1 (GPx-1) (D) y catalasa (E). Los grupos experimentales inyectados con vehiculo no
difirieron de los mismos grupos sin la inyeccion y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Los
datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; *p < 0,05, ***p < 0,001 vs.
control (CT); ###p < 0,001 vs. CMS; S$ p < 0,01, $SS p < 0,001 vs. CMS + Desipramina. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina;
escit: escitalopram; dulox: duloxetina.
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1.1.4 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre los niveles
plasmdticos de corticosterona, la peroxidacion lipidica (MDA y 4-HNE) y los
niveles de nitritos (NO )

La corticosterona es la principal hormona del estrés en roedores. El CMS aumentd sus niveles
plasmaticos (CT = 88.58 £ 17.66 ng/mL vs. CMS = 415.5 + 146.6 ng/mL; p = 0.0489; test t de dos
colas no pareado) y los antidepresivos evaluados parecen prevenir dicho incremento
(mostrando una tendencia, aunque sin resultar estadisticamente significativa): CMS +
Desipramina = 199.1 = 70.40 ng/mL; CMS + Escitalopram = 82.23 * 24.77 ng/mL; CMS +
Duloxetina = 108.7 + 25.28 ng/mL.

Los analisis de los productos de la peroxidacién lipidica, el malonildialdehido (MDA) y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE), y los nitritos (NO™) son indicadores del estrés oxidativo/nitrosativo. El
CMS provocd un incremento en los niveles de MDA y 4-HNE en el PFC y los antidepresivos
evaluados lo evitaron (Figura 41A,B). En el hipocampo no se pudieron detectar valores medibles
de MDA (datos no mostrados) debido a los niveles tan bajos de los mismos y el 4-HNE
permanecid invariable en todos los grupos (Figura 41C). Respecto al ensayo de nitritos, el CMS
aumentod sus niveles en ambas estructuras cerebrales y los antidepresivos fueron incapaces de

mantenerlos al nivel de los controles (Figura 41D,E).
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Figura 41. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre el estrés oxidativo/nitrosativo. Niveles de
malonildialdehido (MDA) (A) en el cértex prefrontal (PFC), de 4-hidroxinonenal (4-HNE) en el PFC (B) y en
el hipocampo (C) y niveles de nitritos (NO2) en el PFC (D) y en el hipocampo (E). Los grupos experimentales
inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccidn y sus valores se expresan
conjuntamente en la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la
claridad y la concisidn de la presentacion. Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de
6-8 ratas por grupo; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. control (CT); ##p < 0,01 vs. CMS. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina;
escit: escitalopram; dulox: duloxetina.

1.1.5 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre el receptor
activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR-y), la
prostaglandina (PG) 15-deoxi-A'%14-J, y la PGE;

El receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR-y) posee propiedades

antiinflamatorias y uno de sus ligandos es la 15-deoxi-A?**-prostaglandina J, (15-dPGJ,), la cual

también parece activar a Nrf2. En el lado opuesto, la prostaglandina E; (PGE,) es un potente
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mediador inflamatorio y del estrés oxidativo/nitrosativo. La expresion nuclear de PPAR-y se
redujo tanto en el PFC como en el hipocampo en el grupo del CMS (Figura 42A,B). En el PFC, la
duloxetina aumenté su expresion y la desipramina y el escitalopram también mostraron una
tendencia en esta direccidn (Figura 42A). Los tres antidepresivos evaluados reestablecieron los

niveles de PPAR-y en el hipocampo (Figura 42B).

El andlisis de las dos prostaglandinas se realizé en el PFC. EI CMS no modificé la expresion de la
prostaglandina antiinflamatoria 15-dPGJ,, pero la desipramina podria inducirla (Figura 42C). Se
registrd una clara tendencia al aumento en los niveles de la prostaglandina inflamatoria PGE;
tras el CMS que alcanzé significacidon estadistica en los grupos tratados con desipramina y

escitalopram (Figura 42D).
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Figura 42. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre el receptor activado por proliferadores de
peroxisomas gamma (PPAR-y), la prostaglandina (PG) 15-deoxi-A1214-J, (15-dPGJ,) y la PGE>. Niveles de PPAR-
v en el cortex prefrontal (PFC) (A) y en el hipocampo (B) y niveles de la 15-dPGJ2 (C) y la PGE: (D) en el PFC.
Los grupos experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccidn y
sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas
negras) para mejorar la claridad y la concision de la presentacion. Los datos son la media * error estandar
de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; *p < 0,05, **p < 0,01 vs. control (CT); #p < 0,05, ##p < 0,01,
#it#p < 0,001 vs. CMS; S p < 0,05 vs. CMS + Desipramina; & p < 0,05 vs. CMS + Escitalopram. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina;
escit: escitalopram; dulox: duloxetina.
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1.2.Efectos de los antidepresivos sobre los receptores de
serotonina (5-HT) y la posible conexién con la activaciéon
inflamatoria de la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO-1) y
los metabolitos de la kinurenina en el PFC

De aqui en adelante, los analisis se realizaron Unicamente en el PFC en base a los resultados del

apartado 1.1y a otros motivos sobre los que profundizaremos en la discusién.

1.2.1 Efectos del CMSy el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de los
receptores de serotonina (5-HT) 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT24, 5-HT28 y 5-HT7 en el
PFC.

En la transmisidn serotoninérgica, el 5-HT1a, €l 5-HT1g, el 5-HT2a, €l 5-HT2s y el 5-HT7 son los
receptores mas relacionados con la depresién en el sistema nervioso central. Tras el CMS, los
niveles de mRNA del autorreceptor 5-HTa y del postsinaptico 5-HT,s se incrementaron en el PFC
(Figure 43A,D). Los receptores 5-HTig y 5-HT2a no variaron su expresién (Figura 43B,C). La
exposicién al CMS aumentd los niveles de mRNA del 5-HT7 al comparar Unicamente frente al

grupo control (p=0,005; test t de dos colas no pareado) (Figura 43E).

El incremento detectado para el 5-HT;a desaparecid con los antidepresivos evaluados (Figura
43A). La expresion de mRNA del receptor 5-HT1s aumento con los tratamientos de desipramina

y escitalopram (Figure 43B).

La desipramina y la duloxetina provocaron un incremento en los niveles de mRNA del 5-HT;a
comparando con los grupos Control (CT) y CMS (Figura 43C). Los antidepresivos no modificaron
el aumento en la expresién del 5-HT,s pero el grupo tratado con duloxetina no alcanzé

significacidn estadistica (Figura 43D).

Los niveles de mRNA del receptor 5-HT; no cambiaron con los tratamientos antidepresivos

(Figura 43E).
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Figura 43. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre la expresion de los receptores de
serotonina (5-HT) 5-HTia, 5-HT18, 5-HT24, 5-HT28 y 5-HT7 en el cortex prefrontal (PFC). Niveles de expresion
relativos de mRNA de 5-HTia (A), 5-HT1s (B), 5-HT2a (C), 5-HT2s (D) y 5-HT7 (E) en el PFC. Los grupos
experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccion y sus valores
se expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-
8 ratas por grupo; * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 vs. control (CT); # p < 0.05, ## p < 0.01 vs. CMS.
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip:
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1.2.2 Efectos del CMSy el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de los
transportadores de serotonina (SERT) y noradrenalina (NET) en el PFC

Los transportadores de recaptacion de serotonina (SERT) y de noradrenalina (NET) son
complejos esenciales en la regulacidn de estos sistemas de neurotransmision y, ademas,
representan una de las principales dianas de los antidepresivos mas empleados en clinica. El
CMS no modificé la expresion de los niveles de SERT e incrementd la de NET en el PFC (Figura

44A,B).

No se registraron efectos con los tratamientos de desipramina y escitalopram, pero la duloxetina

indujo la expresién de SERT (Figura 44A).

El tratamiento parece mitigar el aumento en los niveles de los transportadores tras el protocolo
de CMS. De hecho, la duloxetina alcanzé significacion estadistica al compararlo sélo con el CMS

(p=0,0027; test t de dos colas no pareado con la correccidon de Welch) (Figura 44B).
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Figura 44. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre la expresion proteica de los
transportadores de serotonina (SERT) y noradrenalina (NET) en el cortex prefrontal (PFC). Niveles de
expresion proteica de SERT (A) y NET (B) en el (PFC). Los grupos experimentales inyectados con vehiculo
no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccidn y sus valores se expresan conjuntamente en la figura.
Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la concision de la
presentacion. Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; ** p <
0,01 vs. control (CT); # p < 0,05 vs. CMS; SS$ p < 0,01 vs. CMS+Desipramina. Los datos se analizaron
mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit:
escitalopram; dulox: duloxetina.

1.2.3 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre las rutas de la
indolamina 2,3-dioxigenasa 1(IDO-1) y la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO)
en el PFC

Las citoquinas proinflamatorias factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleuquina 1 beta
(IL-1B) pueden activar las rutas de la IDO-1y la TDO, desviando el triptéfano disponible para la
produccién de metabolitos de la kinurenina. La expresion de mRNA de TNF-a e IL-13 en el PFC

se incrementé tras el protocolo de CMS (Figura 45A,B). Dicho aumento detectado para ambas
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citoquinas respecto a control desaparecié con todos los tratamientos para el TNF-o. El
escitalopram y la duloxetina también previnieron el de la IL-1j3, pero no la desipramina, aunque
consiguid una reversion parcial al comparar sélo frente al grupo de CMS (p=0,0497; test t de dos

colas no pareado con la correccidn de Welsch) (Figurad5A,B).

Tanto los niveles de mMRNA y proteina de la IDO-1 como el de mRNA de la TDO aumentaron bajo
condiciones de CMS (Figura 45C,D,E). Los antidepresivos consiguieron restaurar a nivel de los
controles la expresion proteica de la IDO-1 pero no se modificd la expresién de mRNA de la IDO-

1 nidelaTDO (Figura 45E).
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Figura 45. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre las rutas de la indolamina 2,3-dioxigenasa
(IDO-1) y la triptofano 2,3-dioxigenasa (TDO) en el cértex prefrontal (PFC). Niveles de expresion relativos
de mRNA del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (A), la interleuquina 1 beta (IL-1f3) (B), IDO-1 (C) y
TDO (E) en el PFCy niveles de expresidn proteica de IDO-1 (D). Los grupos experimentales inyectados con
vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccion y sus valores se expresan conjuntamente en
la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la
concisién de la presentacién. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por
grupo; * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 vs. Control (CT); # p < 0.05, ### p < 0.001 vs. CMS. En (B), se
analizaron los datos mediante un ANOVA no paramétrico con un test de Kruskal-Wallis seguidos de un
post hoc de Dunn. En el resto de los datos se realizd un ANOVA de una via seguido de un post hoc de
Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.

1.2.4 Efectos del CMS y el tratamiento con antidepresivos sobre la via de las
kinureninas en el PFC

El 4cido quinolinico (QUINA) y el acido kinurénico (KYNA) son los principales metabolitos de la
kinurenina y poseen, respectivamente, propiedades neurotdxicas y neuroprotectoras. Para la
sintesis del QUINA es esencial la actividad de la 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa (Haao) en
el penultimo paso de su produccidn (el Ultimo es una reaccidn no enzimatica) y las tres isoformas
de la kinurenina aminotransferasa (KAT) catalizan la transformacién de la kinurenina en KYNA,

como se ha explicado en la pdgina 92 de la introduccién.

El CMS incrementé la expresidn de QUINA en el PFCy los antidepresivos evaluados previnieron
dicho aumento (Figura 46A). En esta misma direccion, se produjo un aumento de la Haao sélo

en el grupo de CMS (Figura 46B).
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Figura 46. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre el dcido quinolinico (QUINA) en el cértex
prefrontal (PFC). Niveles de QUINA (A) y niveles de expresion relativos de mRNA de la 3-hidroxiantranilato
3,4-dioxigenasa (Haao) (B). Los grupos experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos
grupos sin la inyecciéon y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media +
error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 vs. control
(CT); # p < 0.05, ## p < 0.01 vs. CMS. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de
un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.

Aungue sin resultar estadisticamente significativo, se observé una tendencia al incremento de

los niveles de KYNA en el PFC tras el CMS que los antidepresivos no modificaron (Figura 47 A).
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El CMS aumentd la expresion de mRNA de KAT-1, KAT-2 y KAT-3 y el tratamiento con
antidepresivos no previno dicho incremento para KAT-2. Ademds, el incremento en la
desipramina resulté estadisticamente significativo en las tres isoformas al comparar con el grupo

control (Figura 478,C,D).
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Figura 47. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre el dcido kinurénico (KYNA) en el cortex
prefrontal (PFC). Niveles de KYNA (A) y niveles de expresidn relativos de mRNA de las isoformas de la
kinurenina amino transferasa (KAT) KAT-1 (B), KAT-2 (C), KAT-3 (D). Los grupos experimentales inyectados
con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccion y sus valores se expresan conjuntamente
en la figura. Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; * p < 0.05,
** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. control (CT); $ p < 0.05 vs. CMS+Desipramina. Los datos se analizaron
mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls. Desip: desipramina; escit:
escitalopram; dulox: duloxetina.

Se realizd un ratio entre los niveles de QUINA y KYNA como un posible indicador de riesgo de
excitotoxicidad. El CMS aumenté el porcentaje de este ratio frente al control (CT) (p=0,0436;
test t de dos colas no pareado con correccion de Welch) mostrando los antidepresivos valores

cercanos a la ausencia de estrés (Figura 48).
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Figura 48. Efectos del CMS y los antidepresivos evaluados sobre el ratio entre los niveles del dcido
quinolinico (QUINA) y los de dcido kinurénico (KYNA) en el cértex prefrontal (PFC). Los grupos
experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccién y sus valores
se expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-
8 ratas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA no paramétrico con un test de Kruskal-
Wallis seguidos de un post hoc de Dunn. Desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina.
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2.Papel de |a traslocacion bacteriana en
las rutas inflamatorias intracelulares
tras el modelo de depresion chronic
mild stress (CMS)

La siguiente seccidn esta dedicada al anadlisis del papel de la traslocacion bacteriana desde el

colon y la neuroinflamacion detectada tras la exposicién al CMS.

2.1.Efectos del CMS sobre la expresiéon de enzimas
proinflamatorias en el colon y las proteinas de las uniones
intercelulares estrechas o tight junctions. Impacto del
tratamiento con antibidticos.

La expresion de algunos parametros en el colon estd relacionada con la disfuncidn intestinal que

se produce como consecuencia del estrés.

El CMS provocd un aumento en la expresion de la enzima proinflamatoria ciclooxigenasa 2 (COX-
2) en el colon (Figura 49A). La exposicion al CMS disminuyd los niveles de la inmunoglobulina A
(IgA), primera linea de defensa frente a patdgenos en el intestino (Figura 49B). Asimismo, se
incremento la expresion proteica de la quimioquina asociada a la mucosa epitelial 28 (CCL28),
qgue puede ser activada por bacterias y modula la migracién de las células que expresan la IgA
(Figura 49C). Finalmente, el CMS redujo la proteina zona occludens 1 (ZO-1) pero no vario la

ocludina, ambas proteinas integrantes de las tight junctions (Figura 49D,E).

El tratamiento con antibidticos no modificé los cambios provocados por el CMS previamente
descritos en COX-2, CCL28 y ZO-1 (Figura 49A,C,E) pero si previno la disminucién de IgA (Figura
48B).
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Figura 49. Efectos del CMS sobre la expresion de enzimas proinflamatorias en el colon y las proteinas de
las uniones intercelulares estrechas o tight junctions. Impacto del tratamiento con antibioticos. Expresion
proteica de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (A), inmunoglobulina A (IgA) (B), la quimioquina asociada a la
mucosa epitelial 28 (CCL28) (C), la zona occludens 1 (ZO-1) (D) y la ocludina (E). El grupo experimental
tratado soélo con antibidtico (CT+ATB) no difirid del grupo control (CT) y sus valores se expresan
conjuntamente en la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la
claridad y la concisidn de la presentacion. Los datos son la media * error estdndar de la media (SEM) de
6-8 ratas por grupo; **p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. control (CT); #p < 0.05 vs. CMS. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls.

2.2.Efectos del CMS sobre la traslocacidon bacteriana y
acciones del tratamiento con antibidticos

Para evaluar la traslocacién bacteriana desde el colon se procedid al recuento de unidades
formadoras de colonias (UFCs) en tejidos periféricos como los ganglios linfaticos mesentéricos
(GLMs), bazo, higado y sangre, asi como se determinaron los niveles de lipopolisacarido (LPS) en

plasma.

Los GLMs, el bazo y el higado mostraron UFCs tras el CMS y se identificaron en ellos las cepas de
bacterias Gram-positivas Enterococcus sp., Actinomyces sp., Lactobacillus sp., Streptococcus sp.
y Staphylococcus coagulase negative y las cepas Gram-negativas Proteus mirabilis,
Acinetobacter sp. y Morganella morganii (Figura 50A). No se detectaron UFCs en estos érganos
en los grupos control y CMS+ATB ni tampoco en la sangre en ninguno de los grupos

experimentales (Figura 50A).

Los animales con cultivos positivos representaron el 62% del grupo CMS y los géneros mas
prevalentes fueron Actinomyces sp. y Enterococcus sp. Ademas, en estos animales se detectaron

UFCs en el 75% de los GLMs, el 25% de los bazos y el 50% de los higados.
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Los niveles de LPS en plasma mostraron una clara tendencia al aumento bajo condiciones de
CMS comparando con los controles (CT) (p=0,0595, test t de dos colas no pareado). El

tratamiento con antibidticos disminuyd dicho incremento (Figura 50B).
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Figura 50. Efectos del CMS sobre la traslocacion bacteriana y acciones del tratamiento con antibidticos.
Unidades formadoras de colonias (UFCs) en ganglios linfaticos mesentéricos (GLMs), bazo, higado y sangre
(A) y especies bacterianas (insertado en A). Niveles de lipopolisacarido (LPS) en unidades de endotoxina
(UE) / mL de plasma (B). El grupo experimental tratado sélo con antibidtico (CT+ATB) no difirié del grupo
control (CT) y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media + error estandar
de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; #p < 0.05 vs. CMS. Los datos se analizaron mediante un ANOVA
de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls.

2.3. Efectos comportamentales del CMS y su modulacién por el
tratamiento con antibidticos
Se realizé una bateria de test comportamentales para evaluar el posible fenotipo de tipo

depresivo inducido por el CMS y los efectos del tratamiento con antibiéticos.

El tiempo total de inmovilidad en el test de natacion forzada modificado (mFST) aumenté tras el
CMS, coincidiendo con el descenso en los tiempos de natacion y escalada (Figura 51A). El
tratamiento con antibiéticos a lo largo de todo el CMS redujo la inmovilidad, aumentando la

actividad de escalada (Figura 51A).

La anhedonia es una caracteristica de la depresidn y el test de preferencia por la sacarosa (SPT)

en roedores representa una aproximacion para medirla. La ingesta de sacarosa disminuyé al
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finalizar el protocolo de CMS (Figura 51B). El grupo CMS+ATB no pudo incluirse en el ensayo
porque al estar los antibidticos disueltos en el agua de bebida, el consumo de sacarosa podria
verse afectado. El “splash” test (ST), otro test para medir el comportamiento anheddnico, se
realizd para resolver este problema. Se detecté un descenso en el comportamiento de
acicalamiento o grooming bajo condiciones de CMS que se mitigd en el grupo CMS+ATB (Figura
51C). El tiempo de latencia aumento tras el protocolo de CMS y el tratamiento con antibidticos

lo restaurd hasta valores similares a los de los controles (CT) (Figura 51D).

En el laberinto en cruz elevada (EPM), el CMS disminuyd el tiempo en los brazos abiertos,
situacién que se dio también en el grupo tratado con antibidticos (Figura 51E). El porcentaje de

entradas en los brazos abiertos no sufrié cambios entre los diferentes grupos (Figura 51F).

Como medida fisioldgica para evaluar los efectos de la exposicidn al CMS, se registrd la ganancia
de peso. Desde el dia 0 al 21, el grupo CT incrementdé un 19,5% su peso, el grupo CMS un 13,69%
(**p < 0,01 vs. control (CT); ANOVA de dos vias con post hoc de Tukey) y el grupo CMS+ATB un
15,16%.
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Figura 51. Efectos comportamentales del CMS y su modulacion por el tratamiento con antibidticos.
Resultados comportamentales del test de natacidn forzada modificado (mFST) (A), el test de preferencia
por la sacarosa (SPT) B, el “splash” test (C,D) y el laberinto en cruz elevada (EPM) (E,F). El grupo
experimental tratado sélo con antibidtico (CT+ATB) no difirié del grupo control (CT) y sus valores se
expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-8
ratas por grupo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. control (CT); ##p < 0.01 vs. CMS. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls, excepto para el test
de preferencia por la sacarosa (B) donde se realizé un test t de dos colas no pareado.
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2.4.Efectos del CMS y el tratamiento con antibidticos sobre la

activacion de las proteina/quinasas activadas por
mitégenos (MAPKs) en el PFC

Las MAPKs son reguladores clave en importantes procesos celulares como la inflamacién, la

supervivencia, la apoptosis o la diferenciacion. Activadas por fosforilacion, las fosfatasas duales

especificas (DUSPs) catalizan su defosforilacion y, por tanto, regulan su funcién.

La exposiciéon al CMS aumenté la forma fosforilada (p-) de la MAPK proteina 38 (p-p38) y el
tratamiento con antibidticos restaurd su expresidon (Figura 52A). Los niveles de la quinasa
reguladora de la sefial extracelular 1/2 (p-ERK1/2) no sufrieron cambios (Figura 51B) pero si se
detectd un descenso en la expresion de la quinasa NH>-terminal de c-jun (p-JNK) en los grupos

del CMS y CMS+ATB respecto a los controles (CT) (Figura 52C).

El tratamiento con antibidticos incrementé significativamente tras el CMS el mRNA de las DUSPs

MKP-1 (Figura 52D) y MKP-3 (Figura 52E)
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Figura 52. Efectos del CMS y el tratamiento con antibidticos sobre la activacion de las proteina/quinasas
activadas por mitégenos (MAPKs) en el cortex prefrontal (PFC). Expresidon proteica de las formas activas
(fosforiladas) de la proteina 38 (p-p38) (A), de la quinasa de la sefial extracelular 1/2 (p-ERK1/2) (B) y de
la quinasa NHz-terminal de c-jun (p-JNK) (C) y niveles de expresion relativos de mRNA de las fosfatasas
duales especificas (MKP-1) (D) y MKP-3 (E). El grupo experimental tratado sélo con antibidtico (CT+ATB)
no difirié del grupo control (CT) y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Las imagenes del
Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la concisién de la presentacion. Los
datos son la media * error estdandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001 vs. control (CT); #p < 0.05; ##p < 0.01 vs. CMS. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de
una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls.
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2.5.Expresion de las MAPKs en diferentes tipos celulares del
PFC

Para distinguir los tipos celulares que muestran reactividad frente a las MAPK en el PFC se realizé

una inmunohistoquimica doble (Figura 53).
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p-p38

p-JNK
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Figura 53. Expresion de las proteina/quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) activadas (fosforiladas)
en diferentes tipos celulares del en el cortex prefrontal (PFC). Inmunorreactividad de las formas
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fosforiladas de la proteina 38 (p-p38), de la quinasa de la sefial extracelular 1/2 (p-ERK1/2) y de la quinasa
NHz-terminal de c-jun (p-JNK) en los controles (CT) (A) y tras el CMS (B). Los respectivos marcadores
celulares aparecen en verde: las neuronas se identificaron con NeuN (A,D,G), la astroglia con GFAP (B,E,H)
y la microglia con Iba-1 (C,F,l). En todos los casos, las p-MAPK aparecen en rojo. Las flechas blancas sefialan
las areas amplificadas de las imagenes y la colocalizacién de las p-MAPKs con sus respectivos marcadores
celulares implican la superposicién de los colores, visualizandose en naranja.

Las neuronas y la microglia expresaron visiblemente la forma fosforilada de las MAPKs en el
grupo sometido a CMS y en los controles (CT) (Figura 53A,B). Sin embargo, no fue posible

detectar esta expresion en para la astroglia en ningun caso (Figura 53A,B).

Los efectos de la exposicion al modelo CMS acerca de la activacién de las MAPKs pudieron
inferirse a nivel cualitativo (Figura 53B). No obstante, indiscutiblemente, son necesarios
posteriores analisis mas exhaustivos para correlacionar estos resultados con los obtenidos
mediante el Western blot y llevar a cabo una caracterizacidon adecuada desde el punto de vista

cuantitativo.

2.6. Efectos del CMS sobre la expresion del factor nuclear tipo
2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2), sus activadores proteina
quinasa B (Akt) y fosfoinositol 2-quinasa (PI3K) y su
producto glutation peroxidasa 1 (GPx-1)

El factor antioxidante Nrf2 puede activarse por la accion de PI3K/Akt y ejerce algunas de sus

propiedades neuroprotectoras a través de la transcripcién de enzimas detoxificantes de fase Il

como la glutation peroxidasa 1 (GPx-1).

La exposicidn al CMS produjo un descenso en los niveles de mRNA de PI3K y Akt (Figura 54A,B)
y su expresion proteica, aunque para PI3K la diferencia no alcanzé significacién estadistica
(Figura 54C,D). El tratamiento con antibidticos no modifico los valores del grupo de CMS, pero
mostré una tendencia hacia restaurar el mRNA de Akt (p=0,057; test t de dos colas no pareado)

(Figura 54B).
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Figura 54. Efectos del CMS sobre la expresion de los activadores del factor nuclear tipo 2 (derivado de
eritroide 2) (Nrf2) proteina quinasa B (Akt) y fosfoinositol 2-quinasa (PI3K). Niveles de expresion relativos
de mRNA de PI3K (A) y Akt (B) y expresidon proteica de PI3K (C) y Akt (D). El grupo experimental tratado
sélo con antibidtico (CT+ATB) no difirié del grupo control (CT) y sus valores se expresan conjuntamente
en la figura. Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la
concisién de la presentacién. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por
grupo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. control (CT). Los datos se analizaron mediante un ANOVA
de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls.

Tanto la expresidon del mRNA como de proteina en el nicleo de Nrf2 (p=0,09) disminuyeron tras
el CMS (Figura 55A,B). El CMS también redujo el mRNA de GPx-1 y el tratamiento con

antibidticos lo recuperd parcialmente (Figura 55C).
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Figura 55. Efectos del CMS sobre la expresion del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2), y su
producto la glutation peroxidasa 1 (GPx-1). Niveles de expresion relativos de mRNA de Nrf2 (A) y GPx-1
(C) y expresidn proteica nuclear de Nrf2 (B). El grupo experimental tratado sélo con antibidtico (CT+ATB)
no difirié del grupo control (CT) y sus valores se expresan conjuntamente en la figura. Las imagenes del
Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la concisién de la presentacion. Los
datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-8 ratas por grupo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001 vs. control (CT); #p 0.05 vs. CMS. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via seguido
de un post hoc de Newman-Keuls.
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3.Conexion entre los efectos
comportamentales y la inflamacion a
través del sickness behavior inducido
por el lipopolisacarido (LPS) en
ratones

En este tercer apartado se probaron diferentes hipdtesis farmacoldgicas en un modelo
neuroinflamatorio de inyeccién de LPS en ratén con el fin de evaluar algunos efectos
comportamentales relacionados con la depresidn. Estos experimentos se realizaron durante una
estancia de 3 meses en el MD Anderson Cancer Center en Houston (Texas, EEUU) bajo la
direccién del profesor Robert Dantzer y gracias a la beca concedida por la Fundacidon Boehringer

Ingelheim.

3.1.Implicacién del blogueo de la actividad de la indolamina

2,3-dioxigenasa 1 (IDO-1) sobre los efectos

comportamentales y fisiolégicos inducidos por la
administracion de LPS.

La L-leucina (Leu) utiliza el transportador de aminoacidos grandes 1 (LAT-1) para atravesar la

barrera hematoencefalica. La kinurenina y el triptéfano acceden al cerebro utilizando estos

transportadores por lo que la administracion oral de L-leucina podria reducir su flujo al cerebro

y, por lo tanto, disminuir la produccion de metabolitos de la kinurenina por la actividad de la

IDO-1.

La utilizacion de la herramienta farmacolégica del bloqueo de dicho transportador en el modelo
de LPS, nos llevé a analizar su expresion en el modelo de depresidn en rata que se habia utilizado
en los estudios anteriores, el chronic mild stress (CMS) y su modulacién por los tratamientos
antidepresivos. Los niveles de mRNA de LAT-1 se redujeron tras la exposicién al CMS (p=0,0021,
test t de dos colas no pareado) al comparar Unicamente frente al grupo control (CT). Los
antidepresivos desipramina y duloxetina previnieron el descenso provocado por el CMS y que si

se registrd en el grupo tratado con escitalopram (Figura 56)
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Figura 56. Efectos del chronic mild stress (CMS) y los antidepresivos evaluados sobre el transportador de
aminodcidos grande 1 (LAT-1). Niveles de expresién relativos de mRNA de LAT-1. Los grupos
experimentales inyectados con vehiculo no difirieron de los mismos grupos sin la inyeccién y sus valores
se expresan conjuntamente en la figura. Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 6-
8 ratas por grupo; ** p < 0.01, vs. control (CT); S p < 0.05 vs. CMS+Desipramina. Los datos se analizaron
mediante un ANOVA de una via seguido de un post hoc de Newman-Keuls.

En el modelo inflamatorio en ratdn, a parte del ya conocido efecto temporal causado por el LPS
en ambos test durante, al menos, las primeras 24 horas (p<0,001), no se registraron diferencias
en el SPT ni en el VWR entre los ratones tratados con L-Leucina (LPS+Leu) y el grupo de sélo LPS
(LPS+H,0) (Figura 57A,B). La monitorizacién del peso corporal y la ingesta de comida como
medidas fisioldgicas de enfermedad mostraron el descenso normal (p<0,001) durante las
primeras 24 horas tras la administraciéon del LPS en ambos grupos, sin diferencias con el

tratamiento (Figura 57C,D).
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Figura 57. Efectos de la administracion oral de L-leucina (Leu) sobre los efectos comportamentales y
fisiolégicos inducidos por la inyeccion de lipopolisacdrido (LPS). Test de preferencia por la sacarosa (SPT)
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(A) y de ejercicio voluntario en rueda (VWR) (B). Registro del incremento (A) en el peso corporal (C) y la
ingesta de comida (D). Los datos son la media * error estandar de la media (SEM) de 8 ratones por grupo;
efecto temporal (p<0,001) sin diferencias con el tratamiento en el SPT (A) y el VWR (B); efecto temporal
(p<0,001) en los signos fisiologicos de enfermedad (C,D) e interaccidn (p=0,0249) detectada en la ingesta
de comida (D) pero sin diferencias con el tratamiento en ambos casos. Los datos se analizaron mediante
un ANOVA de dos vias seguido de un post hoc de Sidak.

Los mismos estudios se realizaron en algunas hembras knockout para la IDO-1 (IDO1-/-)
disponibles para su uso y tomando como controles hembras salvajes o wild type (C57/BI6), con
el objetivo de asegurar la ausencia de la actividad de la IDO-1. Mas alld del efecto temporal
provocado por la administracion del LPS (p<0,001), no hubo diferencias entre los ratones
salvajes y los transgénicos en el SPT (Figura 58A). Debido a que se registraron diferencias en la
linea base conseguida para los IDO1-/- durante el entrenamiento del VWR (Figura 58B), los
resultados se normalizaron para cada ratén a su linea base, no mostrando diferencias
comportamentales entre grupos (Figura 58C). El peso corporal y la ingesta de comida de los
knockout IDO1-/- fueron similares a los salvajes en cuanto al tratamiento, pero el consumo de

comida aumentd en los transgénicos entre las 36-48h (Figura 58D,E)
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Figura 58. Efectos comportamentales y fisioldgicos inducidos por la administracion de lipopolisacdrido
(LPS) en ratones knockout para IDO-1 (IDO1-/-) y salvajes (C57/Bl6). Test de preferencia por la sacarosa
(SPT) (A) y de ejercicio voluntario en rueda (VWR) (B,C). Registro del incremento (A) en el peso corporal
(D) y laingesta de comida (E). Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de 5-8 ratones
por grupo; efecto temporal (p<0,001) sin diferencias con el tratamiento en el SPT (A) y el VWR (B,C); efecto
temporal (p<0,001) en los signos fisiolédgicos de enfermedad (D,E) e interaccion (p=0,0297 para (D),
p=0,076 para (E)), **p<0,01 vs.C57BI/6. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias seguido
de un post hoc de Sidak.
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3.2.Implicacién del factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF-21) en los efectos comportamentales y fisioldgicos
inducidos por |la administracion de LPS

El FGF-21 se produce en la periferia y puede atravesar la barrera hematoencefalica actuando en
el nucleo paraventricular del hipotalamo y resultando en la supresidn de la ingesta de azucares
y soluciones dulces. La inflamacion y el estrés pueden inducir su expresion y estudios previos
demostraron un incremento en los niveles hepaticos de mRNA del FGF-21 a las 24 horas tras la

administracion de LPS (Laumet et. al, en preparacion).

La neutralizacién de la sefial periférica del FGF-21 restaurd la preferencia por la sacarosa a las
12-24 horas tras la inyeccion de LPS (Figura 59A). No hubo diferencias entre los grupos que
recibieron el LPS en el test de natacion forzada de Porsolt (FST) (Figura 59B) ni en las medidas

fisiolégicas relacionadas con la enfermedad (Figura 59C,D).
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Figura 59. Implicacion del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) en los efectos
comportamentales y fisioldgicos inducidos por la administracion de lipopolisacdrido (LPS). Test de
preferencia por la sacarosa (SPT) (A) y de natacion forzada de Porsolt (FST) (B). Registro del incremento
(A) en el peso corporal (C) y la ingesta de comida (D). Los datos son la media * error estdndar de la media
(SEM) de 4 ratones por grupo; efecto temporal (p<0,001), de tratamiento (p=0,0321) e interaccion
(p<0,001), *p<0,05 vs. LPS + I1gG (A); sin efectos en el FST (B); efecto temporal (p<0,001), de tratamiento
(p<0,001) e interaccidn (p<0,001) en los signos fisioldgicos de enfermedad (C,D). Los datos se analizaron
mediante un ANOVA de dos vias seguido de un post hoc de Sidak.
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4.Activacion  neuroinflamatoria en
depresion V resistencia al
tratamiento: estudios en cerebros
humanos post-mortem

Este ultimo bloque de resultados trata sobre la inflamacién en cerebros humanos post-mortem
de pacientes depresivos que fallecieron por suicidio, su comparacién con individuos control y la
exploracién de resistencias al tratamiento basadas en la presencia de trazas de antidepresivos
en plasma. Las muestras se obtuvieron gracias a la colaboracidn con el grupo de Javier Meana
de la Universidad del Pais Vasco y del Centro de Investigacidon Biomédica en Red de Salud Mental

(UPV/CIBERSAM).

4.1.Efectos del trastorno depresivo mayor (MDD) y el
tratamiento con antidepresivos sobre la expresion del
receptor Toll-like 4 (TLR-4), sus ligandos enddgenos las
proteinas de choque térmico 60 (Hsp 60) y 70 (Hsp 70) y el
factor nuclear kappa B (NF-xB)

El TLR-4 es un receptor de inmunidad innata clave en los trastornos psiquiatricos y puede
activarse por patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) como las proteinas de choque
térmico (Hsp) 60 y 70. La activacién del TLR-4 promueve la accion del factor nuclear kappa B

(NF-xB), uno de los principales protagonistas de la respuesta proinflamatoria en la célula.

No hubo diferencias en la expresién de TLR-4 entre pacientes con depresién mayor (MDD) y los
controles (CT) (Figura 60A) pero, dentro de los MDD, el grupo que en el momento de la muerte
estaba recibiendo antidepresivos mostré una tendencia hacia la reduccion de los niveles de TLR-

4 con respecto a sus controles pareados (Figura 60B).

Los niveles de Hsp 60 no se modificaron entre los diferentes grupos (Figura 60C,D). Para la Hsp
70, se registré un incremento en los pacientes con MDD respecto a sus controles pareados
(Figura 60E), desapareciendo la significacidn estadistica al separar entre tratados y no tratados

(Figura 60F).
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Respecto a la expresion nuclear de NF-kB, se observd un descenso en los pacientes con MDD
(Figura 60G). Sin embargo, al diferenciar entre pacientes sin y con tratamiento no hubo
diferencias estadisticamente significativas (Figura 60H).
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Figura 60. Efectos de la depresion mayor y el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion del
receptor Toll-like 4 (TLR-4, sus ligandos enddgenos las proteinas de choque térmico 60 (Hsp 60) y 70 (Hsp
70) y el factor nuclear kappa B (NF-xB). Expresidn proteica de TLR-4 (A,B), Hsp 60 (C,D), Hsp 70 y NF-xB
(E,F) en pacientes con trastorno depresivo mayor (MDD) frente a controles (CT) (A,C,E) y separando los
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pacientes sin tratamiento (MDD sin tto.) y con tratamiento (MDD con tto.) (B,D,F). Las imagenes del
Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la concisidn de la presentacion. La
densitometria de cada proteina se normalizé con beta actina o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como controles de carga segun su localizacidn celular. Los datos son la media * error estandar
de la media (SEM) de 36 individuos CT y MDD por grupo, dividiéndose estos ultimos en 18 sin tto. y 18
con tto.; *p < 0,05 vs. control (CT). Los datos se analizaron mediante un test t de Student no pareada
(A,C,E) y una ANOVA de una via seguidos de un post hoc de Dunnet vs CT (B,D,F).

4.2.Efectos del MDD y el tratamiento con antidepresivos sobre
la expresion de las proteina/quinasas activadas por
mitdgenos (MAPKs) y el regulador de su actividad fosfatasa
dual especifica 2 (DUSP2/PAC-1)

Las proteina/quinasas activadas por mitdégenos (MAPKs) son activadas por fosforilacion y
controlan importantes procesos celulares relacionados con la inflamacién, la apoptosis y la
supervivencia y diferenciacién celulares. Su defosforilacién es tarea de las fosfatasas duales

especificas (DUSPs), entre las cuales la DUSP2 posee localizacidn nuclear.

Las quinasas reguladoras de la sefial extracelular (ERK) 1/2, la quinasa proteina 38 (p38) y las
quinasas NH>-terminales de c-jun (JNK) aumentaron en los pacientes con MDD (Figura 61A,C,E),

especificamente en aquellos tratados hasta el fallecimiento (Figura 61B,D,F).

Los pacientes con MDD mostraron niveles menores de expresion nuclear de DUSP2 (Figura 61G).
Este descenso fue significativo para el grupo tratado con antidepresivos, aunque los pacientes

sin tratamiento mostraron una tendencia en esta misma direccion (Figura 61H).
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Figura 61. Efectos del MDD y el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de las proteina/quinasas
activadas por mitégenos (MAPKs) y el regulador de su actividad fosfatasa dual especifica 2 (DUSP2/PAC-
1). Expresion proteica del ratio fosfo-quinasa regulatoria de la sefial extracelular 1/2 (p-ERK1/2) (A,B),
fosfo-proteina 38/proteina 38 (p-p38/p38a/P) (C,D), fosfo-quinasa NH2-terminal de c-jun (p-JNK) (E,F) y
fosfatasa dual especifica 2 (DUSP2) (G,H) en pacientes con trastorno depresivo mayor (MDD) frente a
controles (CT) (A,C,E,G) y separando los pacientes sin tratamiento (MDD sin tto.) y con tratamiento (MDD
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con tto.) (B,D,F,H). Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad
y la concisién de la presentacién. La densitometria de cada proteina se normalizdé con beta actina o
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como controles de carga seguln su localizacién celular.
Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de 36 individuos CT y MDD por grupo,
dividiéndose estos ultimos en 18 sin tto. y 18 con tto.; *p < 0,05, **p<0,01 vs. control (CT). Los datos se
analizaron mediante un test t de Student no pareada (A,C,E,G) y una ANOVA de una via seguidos de un
post hoc de Dunnet vs CT (B,D,F,H).

4.3. Efectos del MDD vy el tratamiento con antidepresivos sobre
la ruta del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2)
(Nrf2)
El sistema antioxidante del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) puede activarse
por la accién de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y su principal inhibidor directo es la proteina

asociada a ECH tipo Kelch 1 (Keap-1).

Los pacientes con MDD tuvieron niveles de expresién mas bajos de PI3K (Figura 62A), siendo los

del grupo con tratamiento antidepresivo inferiores a los del grupo sin tratamiento (Figura 62B).

Se detectd una tendencia al aumento de la expresidn de Keap-1 en los individuos con MDD sin

influencia del tratamiento (Figura 62C,D).

En el area 9 de Brodmann (BA9) del PFC, los pacientes con MDD mostraron una expresién mas
reducida de Nrf2 en el ntcleo (Figura 62E), manteniendo la significacion estadistica Unicamente
en el grupo tratado con antidepresivos al separar los MDD en funcién de la presencia o ausencia

del tratamiento (Figura 62F).
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Figura 62. Efectos del MDD y el tratamiento con antidepresivos sobre la ruta del factor nuclear tipo 2
(derivado de eritroide 2) (Nrf2). Expresidn proteica de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (A,B), la proteina
asociada a ECH tipo Kelch 1 (Keap-1) (C,D) y el Nrf2 (E,F) en pacientes con trastorno depresivo mayor
(MDD) frente a controles (CT) (A,C,E) y separando los pacientes sin tratamiento (MDD sin tto.) y con
tratamiento (MDD con tto.) (B,D,F). Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para
mejorar la claridad y la concision de la presentacidon. La densitometria de cada proteina se normalizd con
beta actina o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como controles de carga segun su
localizacidn celular. Los datos son la media + error estandar de la media (SEM) de 36 individuos CT y MDD
por grupo, dividiéndose estos ultimos en 18 sin tto. y 18 con tto.; *p < 0,05 vs. control (CT). Los datos se
analizaron mediante un test t de Student no pareada (A,C,E) y una ANOVA de una via seguidos de un post
hoc de Dunnet vs CT (B,D,F).
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4.4, Efectos del MDD y el tratamiento con antidepresivos sobre
la expresion de la proteina S100 de unién a calcio A10
(S100A10) y la proteina extra grande del linfoma de células
B (Bcl-xL)

La proteina S100 de unién a calcio A10 (S100A10), también conocida como proteina 11 (p11),
juega un papel en la disposicion de los receptores de serotonina (5-HT) en la membrana
plasmatica. No se detectaron diferencias en su expresiéon entre los pacientes con MDD vy los
controles (Figura 63A), pero en el grupo tratado con antidepresivos aumentd respecto a sus

controles pareados (Figura 63B).

Uno de los posibles productos de la activacién de las MAPKs es la proteina extra grande del
linfoma de células B (Bcl-xL), de caracteristicas anti-apoptdticas. Sus niveles aparecieron
aumentados en tejido cerebral de pacientes con MDD sin diferencias entre los tratados o no

tratados con antidepresivos (Figura 63C,D).
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Figura 63. Efectos del MDD y el tratamiento con antidepresivos sobre la expresion de la proteina S100 de
union a calcio A10 (S100A10) y la proteina extra grande del linfoma de células B (Bcl-xL). Expresion
proteica de S100A10 (A,B) y Bcl-xL (C,D) en pacientes con trastorno depresivo mayor (MDD) frente a
controles (CT) (A,C) y separando los pacientes sin tratamiento (MDD sin tto.) y con tratamiento (MDD con
tto.) (B,D). Las imagenes del Western blot se recortaron (bandas negras) para mejorar la claridad y la
concisién de la presentacidn. La densitometria de cada proteina se normalizé con beta actina como
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control de carga. Los datos son la media * error estdandar de la media (SEM) de 36 individuos CT y MDD
por grupo, dividiéndose estos ultimos en 18 sin tto. y 18 con tto.; *p < 0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
control (CT). Los datos se analizaron mediante un test t de Student no pareada (A,C) y una ANOVA de una
via seguidos de un post hoc de Dunnet vs CT (B,D).
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Discusion

1.Efectos de los antidepresivos sobre |a
neuroinflamacion inducida por el
modelo de depresion chronic mild
stress (CMS)

En la primera seccidn de la discusién que comprende los puntos 1.1y 1.2 se discuten los efectos
de los antidepresivos sobre el CMS. Dichos efectos se infieren como terapéuticos, ya que la
administracién de los farmacos se realizé a lo largo de la Ultima semana del protocolo de CMS,
cuando los animales llevaban sometidos al estrés 14 dias. Si bien es cierto que no se realizaron
test comportamentales justo antes del comienzo del tratamiento (en el dia 14), la exposicidn
cronica al estrés durante 14 dias parece suficiente para pensar que, al menos, algunos sintomas
comportamentales o cambios bioquimicos podrian estar ya manifestandose. De hecho, en los
analisis del curso temporal que realizamos y del que no mostramos resultados por tratarse de
un experimento piloto con un tamafio muestral muy bajo que dificulta el andlisis estadistico,
algunas de estas alteraciones bioquimicas comenzaban a registrarse ya el dia 14 del CMS. Es por

este motivo por el que nos referiremos a los efectos de los antidepresivos como terapéuticos.

1.1.Efectos del CMS y los antidepresivos sobre la ruta del
factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) en el

PFCy el hipocampo
El primer bloque de resultados derivados del estudio sobre los efectos de los antidepresivos
mostré que la exposicion a un modelo experimental de depresidn, el CMS, disminuye la
expresion de la ruta antioxidante del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) y
podria estar involucrado en el aumento de los niveles de estrés oxidativo/nitrosativo detectado
en el cértex prefrontal (PFC) de rata. Curiosamente, este descenso puede estar modulado por el
tratamiento con antidepresivos a dosis previamente reportadas como eficaces en la reversién
del fenotipo de tipo depresivo provocado por el CMS. La situacidn en el hipocampo es diferente
y no se observaron cambios en la ruta de Nrf2, sugiriendo que el escenario neuroinflamatorio
que se produce en el CMS posee mecanismos de accion diferenciales en funcién del area

cerebral.

Se ha demostrado que los ratones knockout de Nrf2 desarrollan un fenotipo de tipo depresivo

(Martin-de-Saavedra et al., 2013) y algunas investigaciones sefialan un rol potencial de Nrf2 en
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el modelo de estrés de aislamiento social crénico en rata (Djordjevic et al., 2015). Por ello, la
ruta de Nrf2, incluyendo sus activadores y productos, se ha postulado como una de las nuevas

potenciales dianas farmacolégicas en depresion (Maes et al., 2012a).

La fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y la proteina quinasa B (Akt) son activadores del factor
antioxidante Nrf2 por lo que pueden incrementar su transcripcion (Sun et al., 2007). Nuestro
estudid reveld una disminucion en la expresion de PI3K/Akt en el PFC y el hipocampo tras la
exposicién al CMS. El tratamiento con antidepresivos mostré una tendencia hacia el aumento
del complejo PI3K/Akt, concretamente, la desipramina y la duloxetina en el PFC, y el

escitalopram y la duloxetina en el hipocampo.

En condiciones basales, la proteina asociada a ECH tipo Kelch (Keap-1) impide la actividad de
Nrf2 al retenerlo en el citoplasma y lo marca para su degradacion por el proteasoma mediante
la interaccidn con una ubiquitina ligasa (Rojo et al., 2008a). La glucdgeno sintasa quinasa 3 beta
(GSK-3p), al activarse, es otro inhibidor de la actividad de Nrf2 al expulsarlo del nucleo e impedir

que desarrolle la produccién de enzimas antioxidantes (Rojo et al., 2008b).

Algunos estimulos, entre los que se encuentra el estrés oxidativo, inducen la disrupcion del
complejo Nrf2/Keap-1 liberando a Nrf2 y permitiendo su translocacion al nicleo para ejercer su
actividad antioxidante (He y Ma, 2009). En nuestros resultados se aprecié un incremento en los
niveles de Keap-1 tras el CMS que podria estar relacionado con la disminucidn de la expresion

nuclear de Nrf2 en el PFC.

Ademas, en esta misma direccidén podria estar involucrado el aumento en el ratio de la forma
activa de GSK-3p (p-GSK-3B/GSK-3[). Estudios previos han demostrado que la activacion de la
via de PI3K/Akt inhibe a GSK-3f3 (Rojo et al., 2008a, Rojo et al., 2008b) por lo que una posible
explicacién al incremento descrito para GSK-3f3 seria el descenso observado en la expresion de
PI3K/Akt. Ademas, los antidepresivos desipramina y duloxetina, pero no escitalopram,
aumentaron la expresién proteica de Nrf2 en el nicleo, disminuyeron los niveles de Keap-1y
mostraron una clara tendencia en la misma direccién para los niveles de GSK-33. Teniendo en
cuenta las acciones descritas y la administracidon de antidepresivos una vez iniciado el protocolo
de estrés, estos farmacos podrian tener un efecto terapéutico y proteger del dafio oxidativo en

el PFC a través de Nrf2.

En contraste, en el hipocampo no se registraron cambios en Nrf2, Keap-1 ni GSK-3p tras el CMS.
No obstante, teniendo en cuenta que el CMS redujo los niveles de PI3K/Akt en esta area

cerebral, los resultados aparentemente discrepantes con Nrf2 y sus inhibidores podrian estar
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relacionados con el momento de la toma de muestras, donde el escenario neuroinflamatorio no
se encontraba en su pico. Otra posibilidad hace referencia a que en el hipocampo los
mecanismos afectados por el CMS podrian estar mas relacionados con la hipdtesis neurotréfica
de la depresion, tal y como plantea la posible modulacién por parte de PI3K/Akt de las proteinas
neurotréficas, como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), en la fisiopatologia de
la depresidon (Wang et al., 2015). Indudablemente, para confirmar estas o explorar nuevas

posibilidades, se hacen necesarias futuras investigaciones.

El tratamiento con antidepresivos no es tan efectivo a este nivel en el hipocampo como si lo es
en el PFC. A pesar de ello, existen resultados discrepantes con esta afirmacién como la induccién
de Nrf2 con la duloxetina y el aparente incremento con la desipramina de los niveles de GSK-3f3

sin correlacién con la expresién de Nrf2 que requieren mayor profundizacidn de los andlisis.

Se ha sefialado anteriormente que Nrf2 induce la expresion de genes codificantes de enzimas
antioxidantes y de detoxificacion (Wasserman y Fahl, 1997) por lo que se analizd la expresion
génica de la hemoxigenasa 1 (HO-1), la NAD(P)H quinona deshidrogenasa (NQO-1), la superdxido
dismutasa 1(SOD-1), la glutation peroxidasa 1(GPx-1) y la catalasa. La exposiciéon al CMS
disminuyd los niveles de mRNA de GPx-1y de catalasa, mostrando una tendencia en esta misma
direccion la HO-1 y la NQO-1. Referente a la accidn de los antidepresivos, los tres utilizados
recuperaron los niveles de GPx-1y produjeron una clara restauracion de los de catalasa (aunque
la duloxetina es el Unico con significacidn estadistica). Ademas, la desipramina aumenté HO-1y
alcanzé un nivel de significacidn préximo a resultar estadisticamente significativo en el aumento

de NQO-1 respecto al grupo CMS.

Sin embargo, en el hipocampo el CMS no modificd los niveles de las enzimas antioxidantes
analizadas y los antidepresivos no ejercieron ninguna accion, con la excepcién de la induccion
de HO-1 por parte de la desipramina. Las dos explicaciones previas acerca del escenario

neuroinflamatorio detectado en el hipocampo podrian resultar validas para esta situacién.

Para verificar si todas estas rutas, enzimas y factores poseen efectos biolégicos sobre el estrés
oxidativo, se determinaron los niveles de peroxidacion lipidica a través del andlisis de los niveles
de malonildialdehido (MDA). Se corroboraron los indicios detectados hasta el momento en el
PFC, donde se incrementaron los niveles de MDA. Incluso los tres tratamientos antidepresivos
consiguieron reducir la peroxidacion lipidica provocada por el CMS. El analisis de la peroxidacion
lipidica a través del MDA en el hipocampo reveld la ausencia de niveles medibles. Esta situacion
puede deberse a la minima produccién de MDA en las diferentes muestras sin diferencias entre
los grupos, posibilidad que podria inferirse a partir de los datos obtenidos hasta este punto y
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que concuerdan con publicaciones previas que no mostraron diferencias a nivel de peroxidacion

lipidica en el hipocampo (Lucca et al., 2009a, Wang et al., 2012).

Nuestros resultados también reflejaron un aumento en los niveles de nitritos tanto en el PFC
como en el hipocampo tras la exposicién al CMS, apuntando de nuevo hacia un papel potencial
en los modelos experimentales de depresion basados en el estrés. Numerosos factores
modifican los niveles de nitritos en diferentes tejidos (Tsikas et al., 1997) y esto podria constituir

una explicacién a la ausencia de efectos de los tratamientos antidepresivos sobre ellos.

Por otro lado, los productos aldehidos de la peroxidacidn lipidica como el 4-hidroxinonenal (4-
HNE) se han asociado a la etiologia de cambios patoldgicos bajo estrés oxidativo como
mediadores clave en la muerte celular inducida por dicho estrés. En este sentido, el 4-HNE es
uno de los principales productos de la peroxidacién lipidica y puede a su vez contribuir en los
efectos citotoxicos del estrés oxidativo (Esterbauer et al., 1991, Uchida, 2003). Nuestros
resultados también indicaron que, en el PFC, la exposicién al CMS provoca un aumento de los
niveles de 4-HNE y que los diferentes tratamientos antidepresivos intentan restaurarlos hasta
los niveles basales. Respecto a la situacion en el hipocampo, no se registraron cambios en los
niveles de 4-HNE, concordando de nuevo con las publicaciones ya mencionadas (Lucca et al.,

2009a, Wang et al., 2012) y con los datos aqui reflejados hasta el momento.

Con el objetivo de estudiar las posibles interacciones de la ruta de Nrf2 con otros mecanismos
antioxidantes y antiinflamatorios, se decidié determinar los niveles de la 15-deoxi-A'?*-
prostaglandina J; (15-dPGJ;), de la que se habia reportado una disminucién tras este mismo
protocolo de CMS (Garate et al., 2011a). Curiosamente, uno de los sistemas potencialmente
activados por la 15-dPGJ; es el integrado por Keap-1/Nrf2/ARE (Kansanen et al., 2009) pero no
es el unico, ya que la 15-dPGJ; es un ligando enddgeno del receptor activado por proliferadores
de peroxisomas gamma (PPAR-y) y, por lo tanto, PPAR-y y Nrf2 constituyen las principales rutas
activadas por la 15-dPGJ; (Surh et al., 2011). Ademas, respecto a su potencial antidepresivo, un
reciente estudio ha propuesto a un agonista del PPAR-y, la pioglitazona, como un tratamiento
adyuvante de corta duracidn seguro y efectivo para el tratamiento de la depresién mayor

moderada o grave (Sepanjnia et al., 2012).

Nuestros resultados mostraron que el CMS provoca un descenso en la expresion de PPAR-y en
el PFC y que la duloxetina fue capaz de restaurarla. Los otros antidepresivos, a pesar de no
alcanzar significacién estadistica, también revelaron una clara tendencia en la misma direccidn.

En el hipocampo, ante un descenso similar al registrado en el PFC, los tres tratamientos
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administrados recuperaron la expresion de PPAR-y. Teniendo en cuenta la ausencia de efectos
de los antidepresivos sobre los cambios producidos por el CMS en la via de Nrf2 en esta area
cerebral, se plantea como posibilidad que la inflamacidén posea un papel predominante sobre el
dano oxidativo en el hipocampo, aunque se requeriran nuevos estudios para contrastar esta

hipétesis.

Tomando todo el estudio en su conjunto, nuestros resultados indican que la ruta del factor
antioxidante Nrf2 podria ser considerada como una potencial diana terapéutica, al menos a nivel
del PFC. Esta afirmacién, como ya se ha discutido, estd basada en que, de entre las enzimas que
se inducen para restaurar la homeostasis oxidativa, una de las principales respuestas adaptativas
que se producen en el SNC es la activacion de la ruta de Nrf2 (Innamorato et al., 2008, Johnson
et al., 2008). A pesar de estas evidencias, indudablemente se necesita mas investigacién y
aproximaciones farmacoldgicas con test comportamentales para afirmar que Nrf2 puede

considerarse una diana terapéutica util para tratar patologias psiquiatricas como la depresion.

Como ya se ha comentado previamente, el motivo para la aparente ausencia de relevancia de
esta ruta en el hipocampo podria ser que los mecanismos involucrados en esta area estén mas
relacionados con la hipdtesis neurotréfica de la depresidon. Refrendando esta afirmacién, se ha
propuesto que el BDNF puede ser un importante actor en la neurodegeneracion y la reduccién
del volumen total y la pérdida neuronal que se dan ante situaciones estresantes y patologia
depresiva en el hipocampo adulto (Murakami et al., 2005, Duman y Aghajanian, 2012). Existen
numerosos estudios que describen una reduccién en la expresiéon de BDNF tras la exposicién a
modelos preclinicos y en pacientes con trastorno depresivo mayor y, ademas, parece que los
tratamientos con antidepresivos son capaces de restaurar sus niveles en ambas situaciones

(Duman y Monteggia, 2006).

En resumen, hemos demostrado que la ruta de Nrf2 se modula diferencialmente por los
antidepresivos en el PFC y el hipocampo. Nuestros datos indican que, en un modelo de
depresion en rata, el CMS, la ruta de Nrf2 estd involucrada en el dafio oxidativo/nitrosativo
registrado en el PFC. Estos efectos pueden explicarse debido a que en el PFC existen niveles
elevados de mediadores proinflamatorios, a su susceptibilidad frente a los procesos
neuroinflamatorios provocados por el estrés y, finalmente, a constituir un importante sustrato
neuronal en la regulacidn de la respuesta a estrés orquestada por el eje hipotdlamo-hipdfisis-
adrenal (Garcia-Bueno et al., 2008a). El estudio realizado también indica que las diferentes
clases de antidepresivos pueden regular aspectos relacionados con Nrf2 y moléculas

antiinflamatorias de diferente manera, resultando la desipramina (antidepresivo triciclico) y la
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duloxetina (inhibidor selectivo dual de la recaptacién de noradrenalina y serotonina) los que
actuan principalmente sobre la ruta de Nrf2 (Figura 64). Particularmente, estos resultados
podrian otorgar a la noradrenalina mayor importancia en estas vias, aspecto interesante a
desarrollar en futuras investigaciones. Teniendo en cuenta que el tratamiento antidepresivo
comienza una vez iniciado el protocolo de estrés, es importante sefialar que los efectos que aqui

se muestran tendrian propiedades terapéuticas.
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Figura 64. Efectos diferenciales de los antidepresivos evaluados sobre la ruta del factor nuclear (derivado
de eritroide 2) similar al 2 en cértex prefrontal (PFC) e hipocampo. desip: desipramina; escit: escitalopram;
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dulox: duloxetina; P: fésforo; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa; Akt: proteina quinasa B; GSK-3[3: glucégeno
sintasa quinasa 3-beta; Keap-1: proteina asociada a ECH tipo-Kelch 1; ARE: elementos de respuesta
antioxidante; HO-1: hemoxigenasa-1; NQO-1: NAD(P)H quinona deshidrogenasa-1; SOD-1: superdxido
dismutasa-1; GPx-1: glutation peroxidasa-1; PPARy: receptor activado por proliferadores de peroxisomas
gamma.

Los nuevos descubrimientos acerca de las dianas moleculares comunes y los mecanismos
divergentes controlados por los antidepresivos ayudarian al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que explotasen las propiedades especificas de cada farmaco en particular (Patricio
et al., 2015). Por tanto, la caracterizacion de las potenciales dianas farmacoldgicas basadas en
las hipdtesis emergentes de la fisiopatologia de la depresidn, asi como el estudio de los efectos
moleculares de los antidepresivos tipicos son muy necesarios, siendo los principales objetivos

de este estudio.

1.2.Efectos de los antidepresivos sobre los receptores de
serotonina (5-HT) y la posible conexidn con la activacién
inflamatoria de la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO-1) y
los metabolitos de la kinurenina en el PFC

El segundo bloque de resultados derivado de la administracién de antidepresivos sobre un
modelo de depresidon en rata ampliamente caracterizado, el CMS, refleja el impacto del
protocolo de estrés sobre la transmision monoaminérgica en el cortex prefrontal (PFC) a través
de la modificacién de la expresién de los receptores de serotonina (5-HT) y los transportadores
de recaptacion de 5-HT (SERT) y de noradrenalina (NET). Ademas, nuestros resultados indicaron
la activacion de las enzimas indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO-1) y la triptéfano 2,3-dioxigenasa
(TDO) tras la exposicién al CMS, activando la via de las kinureninas en el sistema nervioso central
(SNC), produciendo un aumento del compuesto potencialmente excitotéxico conocido como
acido quinolinico (Dantzer et al.,, 2011). Los antidepresivos evaluados parecen mejorar las
transmisiones serotoninérgica y noradrenérgica y, a su vez, parecen evitar la activacion de la via
de las kinureninas ocasionada por el CMS. Dichos efectos sobre la via de las kinureninas podrian
proteger potencialmente el PFC de los dafos por excitotoxicidad y evitar el descenso en la
sintesis de 5-HT como posible consecuencia de la activacion de la IDO-1y de la TDO (Capuron et

al., 2002).

En los resultados que de aqui en adelante configuran la presente Tesis Doctoral, el area de
estudio es Unicamente el cortex prefrontal (PFC), a diferencia de los discutidos en el apartado
1.1 que incluyen también el hipocampo. El escenario de menor influencia del estrés oxidativo
descrito en dicho apartado para el hipocampo representd uno de los motivos a la hora de excluir

a esta estructura cerebral de los analisis posteriores, a pesar del potencial interés que podria
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suscitar. Ademas, la mayoria de la investigacién en depresidon ha estado tradicionalmente
vinculada al hipocampo debido a la asociacion de la reduccion de su volumen con la depresion,
su conexidn con el estrés y al procesamiento emocional y memoria susceptibles de ser afectadas
en la patologia depresiva (MacQueen y Frodl, 2011b). Por ello, representa un campo mas
estudiado y sobre el que se poseen mas datos que para otras dreas donde también se han
registrado diferencias morfolégicas (Otte et al., 2016). El PFC se encuentra entre ellas y ha
acaparado a su vez una importante parte de la investigacidon en depresidon tanto por estudios
funcionales que revelan alteraciones en depresion en distintas zonas de la misma (Koenigs y
Grafman, 2009) como por sus implicaciones motivacionales y socioemocionales a través
posiblemente de la modulacion de sistemas serotoninérgicos (Challis y Berton, 2015). Ademas,
en el campo de la neuroinflamacion en el que se ubica nuestra investigacién, el PFC ha mostrado
una elevada sensibilidad ante la produccién de mediadores proinflamatorios ante situaciones
de estrés, postulando que los procesos de esta indole adquieren mayor relevancia en esta

estructura (Garcia-Bueno et al., 2008a).

La relacién entre las monoaminas y los comportamientos de tipo depresivo descrita en la
literatura ha situado al déficit de serotonina como una de las principales dianas en el tratamiento
de los trastornos del estado de animo (Olivier, 2015). De esta manera, las actuales
aproximaciones terapéuticas en depresion mayor estan enfocadas a aumentar los niveles de
monoaminas en las sinapsis en el SNC. Los mecanismos moleculares en pos de ello son el
bloqueo de los recaptadores de monoaminas (ISRSs, IRSNs, TCAs) y la inhibicidn de la enzima de
degradacion monoaminoxidasa (IMAOs). Aunque se han desarrollado otras metodologias, la
inhibicidn de la recaptacion de monoaminas aun acapara la primera linea en el tratamiento de

los trastornos del estado de animo (Korte et al., 2015).

Los receptores 5-HT1a y 5-HT1s despliegan su funcién potencial como autorreceptores en el PFC
y su inhibicién o desensibilizaciéon evoca efectos antidepresivos (Hughes et al., 2007, Bortolozzi
etal., 2012, Albert et al., 2014). Nuestros resultados muestran que la exposicién al CMS aumentd
la expresion génica de 5-HT1a y que el tratamiento con antidepresivos lo impidid, reforzando la

idea de los efectos antidepresivos a través del bloqueo del 5-HTa.

Los hallazgos acerca del 5-HT1g han de interpretarse con cautela ya que el estudio de la poblacion
de autorreceptores 5-HT1p es compleja de estudiar debido a su localizacion difusa que se solapa
con la de los heterorreceptores del mismo subtipo. En este disefio experimental en particular,
la desipramina y el escitalopram incrementaron el 5-HT1s en el PFC de ratas expuestas al CMS,

sin que el protocolo provocase ningin cambio por si mismo. Esta dualidad auto/heterorreceptor
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vincula tanto a agonistas como antagonistas del 5-HTiz con propiedades antidepresivas
(Tatarczynska et al., 2005, Dawson et al., 2006). La implementacién de estrategias
experimentales que hagan posible el estudio de ambas poblaciones por separado se antoja
crucial para alcanzar hallazgos fiables sobre el 5-HT1z y su potencial terapéutico (Nautiyal et al.,

2016).

Por otra parte, los receptores postsinapticos 5-HT2a y 5-HT,s parecen ser necesarios para la
accion de los antidepresivos (Sato et al., 201043, Diaz et al., 2016). Nuestro estudio reveld que el
CMS no ejerce efectos sobre los niveles de mRNA del 5-HT,a y que la desipraminay la duloxetina
los inducen. Ademas, la exposicidn al CMS incrementd el mRNA del 5-HT2 y los tratamientos no
lo modificaron. Teniendo en cuenta que la regulacién al alza de un receptor post-sinaptico
potencia la neurotransmision, esta circunstancia observada tras el CMS podria ser consecuencia
de un mecanismo compensatorio destinado a mantener un minimo de serotonina en la
hendidura sindptica. Indudablemente, se requieren futuras investigaciones para confirmar el
papel que juega el receptor 5-HT,z en el CMS. Los efectos observados sobre estos dos miembros
de la familia 5-HT, son consistentes con otros estudios que describen su necesidad para la

consecucién de los efectos de los antidepresivos (Sato et al., 2010a, Diaz et al., 2016).

El receptor de serotonina descubierto mds recientemente es el 5-HT; y se ha relacionado con
los comportamientos de tipo depresivo en modelos de roedor y en pacientes sugiriendo que su
bloqueo media eficacia antidepresiva (Nikiforuk, 2015, Stroth y Svenningsson, 2015a, Canale et
al., 2016a). La expresion génica del 5-HT; no arrojo diferencias al comparar entre los diferentes
grupos experimentales de este estudio. Sin embargo, al comparar Unicamente el grupo
sometido al CMS frente al grupo control, se revelé un incremento en los niveles de mRNA de 5-
HT> (p = 0,005). Dicho aumento tras el CMS se ha reportado en otras areas cerebrales como el
hipocampo y el hipotdlamo (Li et al., 2009). Como ya se ha sefialado, el antagonismo de 5-HT>
facilita la eficacia antidepresiva y el hecho de que este receptor se encuentre aumentado bajo
condiciones de CMS lo posiciona como candidato a diana terapéutica para el tratamiento de los

trastornos depresivos.

Dado que los transportadores de recaptacion de monoaminas constituyen las principales dianas
farmacoldgicas para el tratamiento de la depresién mayor en la actualidad (Berton y Nestler,
2006), el andlisis de su expresién en nuestro modelo y de las eventuales acciones de los

antidepresivos sobre ellos puede aportar valiosa informacion.

Nuestro estudio mostré que el recaptador de noradrenalina (NET) incrementa su expresion tras

el CMS y que los tratamientos antidepresivos son capaces de prevenir este aumento. Estos
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resultados son consistentes con estudios previos que describieron a su vez un incremento de los
niveles de mRNA y proteina de NET tras un protocolo de estrés crénico por derrota social (Chen
et al., 2012, Fan et al., 2015). Ademas, se ha reportado en la literatura la capacidad de algunos
antidepresivos para restaurar la expresion normal de NET. En este sentido, estudios previos
demostraron que los farmacos que antagonizan a NET provocan una disminucidn de sus niveles
a largo plazo (Benmansour et al., 2004, Zhao et al., 2009) a través de un mecanismo aun
desconocido, barajando la hipdtesis de que la adaptacidén neuronal tiene como consecuencia la

potenciacion de la transmisidn monoaminérgica (Zhao et al., 2009).

No se registraron diferencias en la expresion del transportador de serotonina (SERT) a excepcion
de una induccidn de sus niveles por parte de la duloxetina. Una posible explicacion se basa en la
duracidon y dosis empleadas por cada antidepresivo, con capacidad para ejercer efectos
antidepresivos, pero quizd no suficientes para afectar a la expresién de SERT. De hecho,
resultados obtenidos por otros grupos de investigacidn sefialan que el descenso en la expresion
de NET y SERT parece no ser el tnico mecanismo que contribuye al efecto antidepresivo al existir
farmacos que lo poseen sin alterar la expresion de NET o SERT (Zhao et al., 2009). De nuevo,
estos resultados sugieren la necesidad de investigaciones futuras que viertan luz acerca de los
mecanismos moleculares que regulan a NET y SERT in vivo para intervenciones terapéuticas en

el tratamiento del trastorno depresivo mayor.

La conexion entre la inflamacion, las monoaminas y el comportamiento depresivo representa
una prometedora linea de investigacion. Los mediadores inflamatorios y las especies reactivas
de oxigeno son capaces de activar a las enzimas indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y triptéfano
2,3-dioxigenasa (TDO). Una vez activas, desvian el triptéfano hacia la via de las kinureninas,

disminuyendo su biodisponibilidad para sintetizar serotonina (Dantzer et al., 2008).

Nuestros resultados indicaron que la exposicion al CMS provoca un incremento en la expresion
de IDO-1y TDO. Curiosamente, el tratamiento con antidepresivos restauré los niveles proteicos
de IDO-1 a situacion control. Este efecto podria estar relacionado con las propiedades
antiinflamatorias de los antidepresivos inactivando la IDO-1 a través de mecanismos post-
traduccionales (Liu et al., 2015c) o con la influencia de los mecanismos de transporte a través de
la barrera hematoencefélica que pueden prevenir la activacién de la IDO-1 (Fukui et al., 1991b,

Ruddick et al., 2006, Sekine et al., 2016).

Ademas, el CMS también aumentd la expresion de mediadores proinflamatorios con capacidad

para activar a las enzimas IDO-1 y TDO, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
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interleuquina 1 beta (IL-1) (Babcock y Carlin, 2000, O' Connor et al., 2009). Los tratamientos
antidepresivos revirtieron el incremento en TNF-a e IL-1f3 tras el CMS y, como consecuencia, su
perfil de expresidon se correlaciona directamente con el de la IDO-1, tal y como cabria esperar.
Para dilucidar completamente los mecanismos por los que los antidepresivos modifican la
expresion de la IDO-1 se requieren posteriores investigaciones, aunque la explicacion acerca de

sus propiedades antiinflamatorias resulta plausible.

Los dos metabolitos principales de la via de las kinureninas son el acido kinurénico (KYNA) y el
acido quinolinico (QUINA) en base a sus acciones sobre el receptor del N-metil-D-aspartato
(NMDA). El KYNA actia como antagonista de dicho receptor y el QUINA lo hace como agonista,
por lo que se les ha atribuido potencial neuroprotector (para el KYNA) y neurotéxico (para el

QUINA) en situaciones de excitotoxicidad (Dantzer et al., 2011).

En nuestro estudio, el QUINA aumentd tras el protocolo de CMS y los tratamientos
antidepresivos restauraron su expresion a niveles control. Ademas, la enzima hidroxiantranilato
3,4-dioxigenasa (Haao) que cataliza el ultimo paso enzimatico de la ruta hacia la produccién de

acido quinolinico se encontrd incrementada en el grupo de CMS, pero no en los tratados.

Los niveles de KYNA mostraron una tendencia al aumento Unicamente en el CMS, asi como sus
enzimas de sintesis, las kinurenina aminotransferasas (KAT-1, KAT-2 y KAT-3). En este caso, los
grupos tratados con antidepresivos sobreexpresaron la KAT-2 y, particularmente, la desipramina

aumento los niveles de mRNA de las tres isoformas con respecto al grupo control.

Evidencias recientes junto con los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la
depresion infieren un papel de la via de las kinureninas en la etiologia de esta enfermedad,
basandose en el establecimiento de un nexo entre la inflamacidn y el déficit de monoaminas en
los trastornos depresivos (Dantzer et al.,, 2011, Maes et al.,, 2011). En esta linea, los
antidepresivos restringieron la induccidon de la via de las kinureninas, especialmente la
produccién de QUINA. Con estos datos, decidimos estudiar como posible indicador del riesgo de
excitotoxicidad el ratio QUINA/KYNA. Este ratio resultd incrementado tras la exposicion a CMS,

restaurandolo a niveles control los tratamientos con antidepresivos.

Segun estos datos, se deriva una activacion de la via de las kinureninas bajo condiciones de CMS,
bloqueando los antidepresivos esta induccidn y el potencial dafio subsecuente. Ademas, los
antidepresivos consiguieron también disminuir el ratio de excitotoxicidad mediante la induccion
de las KATs para producir mas KYNA vy la reduccién del QUINA y la Haao. La excitotoxicidad

representa una situacidn peligrosa para el tejido nervioso y estd muy relacionada con el estrés
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oxidativo. En el apartado previo de esta discusion demostramos un incremento del estrés
oxidativo/nitrosativo en el PFC de las ratas expuestas al CMS con elevados niveles de
malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE). Incluso los mismos antidepresivos
empleados en el presente estudio fueron capaces de restaurar el MDA y el 4-HNE a situacion
control. Estos resultados son consistentes con los aqui descritos acerca de la via de las
kinureninas, sus implicaciones en excitotoxicidad y cdmo los antidepresivos pueden prevenir

estas situaciones de riesgo.

Sintetizando los hallazgos descritos en este apartado, nuestros datos indican que el modelo
experimental de depresidn en roedores, el CMS, afecta a la transmisién monoaminérgica en el
PFC mediante la modulacién de los receptores de serotonina y los transportadores de
recaptacion SERT y NET. Asimismo, se produce una activacion mediada por factores
inflamatorios de las enzimas IDO-1y TDO que provocan la activacién de la via de las kinureninas
en el PFC, con un aumento del dcido quinolinico que podria resultar en un mayor riesgo de

excitotoxicidad (Figura 65).
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Figura 65. Efectos de los antidepresivos evaluados sobre los receptores de serotonina (5-HT) y la posible
conexion con la activacion inflamatoria de la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO-1) y los metabolitos de la
kinurenina en el cortex prefrontal (PFC). desip: desipramina; escit: escitalopram; dulox: duloxetina; 5-HTx:
receptor de serotonina “x”; NET: transportador de noradrenalina; SERT: transportador de serotonina;
TNF: factor de necrosis tumoral; IL: interleuquina; Trp: triptofano; TDO: triptéfano 2,3-dioxigenasa; Kyn:
kinurenina; KAT: kinurenina aminotransferasa; Haao: 3-hidroxiantranilato 2,3-dioxigenasa; KYNA: acido

kinurénico; QUINA: 4cido quinolinico; NMDA: N-metil-D-aspartato.

El tratamiento con antidepresivos parece impedir la activacién de la via de las kinureninas en el
PFC inducida por el CMS (Figura 65), lo que en teoria protegeria a esta estructura cerebral de la
excitotoxicidad y prevendria un eventual descenso en la sintesis de serotonina por la
disminucién en la biodisponibilidad de triptéfano que puede provocar la activacién de la IDO-1
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y la TDO. Es relevante sefialar que, ya que los antidepresivos se administran una vez iniciado el
protocolo de estrés, nuestros datos sugieren que parte de su accion terapéutica en este modelo

se produce a través de acciones sobre las rutas de transduccién analizadas.

Existe una urgente necesidad en la identificacion de nuevas dianas moleculares en el
tratamiento de la depresién con el objetivo de disefiar fdrmacos mas efectivos y clarificar el
conocimiento de su fisiopatologia. El entendimiento de la transmisién monoaminérgica y su
nexo con la inflamacidn representa un extenso campo que aun es desconocido. En este sentido,
nuestra investigacion proporciona nuevas perspectivas sobre la activacion inflamatoria de la via
de las kinureninas, la transmisién monoaminérgica y la capacidad de los antidepresivos para
prevenir frente a situaciones potenciales de riesgo relacionadas con estos desequilibrios.
Pensamos que la profundizacién en esta aproximacion podria resultar en interesantes avances

para la investigacion en patologias psiquidtricas.
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2.Papel de |a traslocacion bacteriana en
las rutas inflamatorias intracelulares
tras el modelo de depresion chronic
mild stress (CMS)

Los resultados del estudio que aplicaba un tratamiento con antibidticos sobre el modelo de
depresion chronic mild stress (CMS) demostrd la existencia tras el mismo de una disfuncion
intestinal (intestino permeable o leaky gut) acompafiada del fendmeno de traslocacion
bacteriana que podria contribuir a la neuroinflamacion detectada a través de la activacién del
receptor Toll-like 4 (TLR-4) por su ligando, el lipopolisacarido bacteriano (LPS). Dicha activacion
seria responsable del incremento detectado en los niveles de la forma fosforilada de la
proteina/quinasa activada por mitégenos (MAPK) p38, revertida por el tratamiento con
antibidticos mediante la induccion de las fosfatasas duales especificas (DUSPs) MKP-1 y MKP-3.
Se encontré también afectado por el CMS el mecanismo antioxidante Nrf2, recuperado
parcialmente en el grupo tratado con antibidticos que, ademds, demostrd ser capaz de evitar el
desarrollo del fenotipo de tipo depresivo. Sin embargo, la administracidon de antibidticos como
herramienta farmacoldgica utilizada para evaluar la influencia de la traslocacion bacteriana
podria estar afectando a la sefializacién normal de la microbiota a través del nervio vago debido
a la eliminacién de flora bacteriana, por lo que serdn necesarias investigaciones posteriores para

confirmar estos hallazgos.

A pesar de esta limitacion, el grupo de investigacidn donde se ha desarrollado esta Tesis Doctoral
ya demostré que el protocolo de administracidn de antibidticos utilizado no modificaba la
funcién inmune en ratas control (Garate et al., 2011b) ni poseia efectos neuroprotectores o

antiinflamatorios sobre el sistema nervioso central (SNC) (Caso et al., 2009, Garate et al., 2011b).

El tratamiento con antibidticos disminuyd el tiempo de inmovilidad en el test de natacion
forzada modificado (mFST) y el tiempo de latencia en el “splash” test (ST), mostrando una
tendencia al aumento en el tiempo de acicalamiento o grooming también en este ultimo test.
Estos efectos podrian indicar que las bacterias o sus componentes traslocados desde el colon
pueden tener influencia en el comportamiento de tipo depresivo. En estudios previos (Garate
et al., 2011a), se sefiald la ausencia de efectos del tratamiento antibidtico sobre el CMS en ratas

Sprague Dawley en el mFST. Sin embargo, en este estudio donde se han utilizado ratas Wistar,
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el tratamiento con antibidticos consiguid corregir tanto las alteraciones del mFST como del STy
del laberinto en cruz elevada. Estos resultados corroboraron las acciones del tratamiento

antibidtico sobre el comportamiento de tipo depresivo inducido por el CMS.

Se detectd una posible desestabilizacidn de las uniones intercelulares estrechas o tight junctions
del colon, asi como una disminucidn en los niveles de inmunoglobulina A (IgA) y un incremento
en la expresién proteica de la enzima proinflamatoria ciclooxigenasa 2 (COX-2) y de la
guimioquina asociada a la mucosa epitelial 28 (CCL28), que puede inducirse por presencia
bacteriana (Ogawa et al., 2004). Los cambios producidos en estos marcadores son indicadores
de una pérdida de la integridad de la barrera intestinal o leaky gut que permite el paso a su
través de bacterias y/o sus componentes con capacidad para suscitar o modular una respuesta
inflamatoria (Collins, 2001, Ponferrada et al., 2007). Nuestros resultados no mostraron
influencia del tratamiento con antibidticos sobre los cambios producidos por el CMS en estos
parametros. Esto implica que los efectos de los antibidticos sobre la traslocacién bacteriana no
se desarrollan mediante su accidn sobre la barrera intestinal. El inico cambio observado fue la
restauracién de los niveles de IgA a la situacion control. Una posible explicacién a este fendmeno
es que la reduccidn en la carga bacteriana intestinal consecuencia del tratamiento puede
permitir que la expresién de IgA vuelva a su nivel basal al ser la primera linea de defensa frente

a patdgenos en el intestino.

Nuestro experimento registrd la presencia de unidades formadoras de colonias bacterianas de
la flora intestinal normal en distintos drganos tras el CMS, situacidon que no se produjo en los
grupos control (CT) y tratado con antibidticos (CMS+ATB). Los niveles plasmaticos de LPS fueron
mas elevados en el grupo CMS (p=0,0595) y se redujeron con el tratamiento antibidtico, tal y
como habia sido descrito en estudios previos (Garate et al., 2011a). Aunque resultaria muy
interesante, el objetivo de este experimento no fue caracterizar la microbiota intestinal sino la
traslocacion bacteriana mediante su presencia en sangre, higado, bazo y ganglios linfaticos
mesentéricos (GLMs), anormal debido a ser érganos estériles. Ademas, el grupo CMS+ATB no
presentd ninguna unidad formadora de colonias (CFU), con lo que podemos descartar la

existencia de bacterias resistentes al tratamiento.

Se han propuesto multitud de mecanismos actuando en paralelo para explicar como el cerebro
monitoriza la respuesta inmune periférica y cdmo la presencia de bacterias en otros érganos
puede afectar al sistema nervioso central (SNC). Entre ellos, se incluye la produccién local de
citoquinas que activa nervios primarios aferentes, los receptores Toll-like expresados en el

endotelio y las células tipo macréfago residentes en los érganos circunventriculares y el plexo
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coroideo, los transportadores de citoquinas proinflamatorias en la barrera hematoencefalica y
los receptores de citoquinas ubicados en los macréfagos perivasculares y las células endoteliales

de las vénulas cerebrales (Dantzer et al., 2008).

Investigaciones previas han demostrado que el CMS provoca un aumento de la expresidon de
TLR-4 en el cortex prefrontal (PFC) y que el tratamiento con antibidticos bloquea este efecto
(Garate et al., 2011a), indicando que las bacterias traslocadas o sus componentes son capaces
de alcanzar y activar los TLR-4 del PFC. No obstante, la utilizacién de otras herramientas
farmacoldgicas para bloquear la sefializaciéon, como antagonistas o modelos knockout, podrian

proporcionar evidencias adicionales.

El reconocimiento del LPS bacteriano por parte del receptor TLR-4 desemboca en la activacion
del factor nuclear kappa B (NF-kB) pero también en la de las MAPKs (Guha y Mackman, 2001),
lo que supone un factor a tener en cuenta ya que, tradicionalmente, la investigacion se ha
centrado en la via del NF-kB. No obstante, las MAPKs estan involucradas en multiples cascadas
de sefalizacidn que incluyen la induccién inflamatoria por estimulos extracelulares asi como la
propia regulacidon del NF-kB. Prueba de ello es que la inhibicidn de la actividad de la MAPK p38
inhibe la expresién génica dependiente de NF-kB sin alterar su translocacién al nicleo (Schmitz

et al., 2001).

De manera relevante para el estudio de las enfermedades psiquidtricas en particular y del SNC
en general, las citoquinas proinflamatorias son capaces de incrementar la expresion y actividad
de los transportadores de recaptacion de monoaminas a través de rutas de sefializacién que
incluyen a las MAPKs (Moron et al., 2003, Zhu et al., 2006). Incluso la inhibicién de p38 ha
revertido el desarrollo de los cambios comportamentales inducidos por el LPS en roedores, en
parte, mediante la reversién de los efectos de p38 sobre el trasportador de serotonina (Zhu et
al., 2010). En base a estas evidencias, las MAPKs pueden influir en el metabolismo de las
monoaminas, posicionandose como dianas terapéuticas para la depresién. De hecho, un
inhibidor selectivo de p38 (GW-856553X) ha completado la fase Il de ensayos clinicos en
pacientes con trastorno depresivo mayor (ClinicalTrials.gov National Institutes of Health, 2016;
NCT00976560) aunque, lamentablemente, no se han publicado resultados del mismo aun
(Febrero 2017). En cualquier caso, estos estudios refuerzan el potencial terapéutico de la
modulacién farmacoldgica de las MAPKs y, especificamente, de p38, alentando el desarrollo de
sus inhibidores como posibles adyuvantes a los antidepresivos para el tratamiento de la

depresion (Leonard y Maes, 2012).
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En esta misma linea, el CMS aumento la expresion de la forma fosforilada (activa) de p38 (p-p38)
en nuestro estudio. Los analisis de inmunohistoquimica de fluorescencia mostraron un
incremento de p-p38 tanto en neuronas como microglia, siendo en estos tipos celulares donde
se registrd expresion de las formas fosforiladas de las MAPKs, no en astroglia. El tratamiento
con antibidticos lo restaurd a niveles control, indicando que la activacidon de p38 podria estar
mediada, al menos en parte, por la traslocaciéon bacteriana. No se detectaron cambios en la
expresion de la forma fosforilada de las quinasas de sefializacion extracelular 1/2 (p-ERK1/2)
para ningln grupo experimental pero si se observé un descenso en los niveles de la forma
fosforilada de las quinasas NH; terminal de c-jun (p-JNK) tanto en el CMS como en el tratamiento
con antibidticos. A pesar de dicho descenso, la expresién de c-jun en el nldcleo aumento tras el
CMS (datos no mostrados). Teniendo en cuenta que los componentes de una ruta de
sefalizacion se regulan temporalmente, una posible explicacidén a estos resultados podria ser el
momento de sacrificio del animal donde la disminucién en p-JNK podria ser consecuencia de un
agotamiento de la via tras su induccidn. En este sentido, el curso temporal del CMS que se realizd
aporta informacién valiosa ya que se aprecia en él un incremento para p-JNK a los 7 y 14 dias
del protocolo (datos no mostrados), siendo consistente con esta teoria. A pesar de ello, se

requieren indudablemente experimentos adicionales para aclarar estos resultados.

Las fosfatasas duales especificas (DUSPs), también conocidas como fosfatasas de las MAPKs
(MKPs), controlan la intensidad y duracién de la activacién de las MAPKs defosforilando residuos
de treonina y tirosina y determinan el tipo de respuesta fisiolégica en los diferentes tejidos
(Jeffrey et al., 2007, Patterson et al., 2009). MKP-1 posee localizaciéon nuclear y una elevada
especificidad de sustrato por p38 y JNK. Su activacién tras la estimulacion de los TLRs actiia como
un mecanismo de feedback negativo para atenuar la actividad de p38 y disminuir la respuesta
inmune innata. Concretamente, MKP-1 es un importante regulador negativo de la actividad de
los macréfagos y de la respuesta inflamatoria a la sefializacion de los TLRs, con un rol crucial
tanto en la respuesta innata inmune como adaptativa mediante la inactivacién de p38 y JNK
(Patterson et al., 2009). En nuestros resultados no se modificaron los niveles de mRNA de MKP-
1 pero el tratamiento con antibidticos los incrementd, constituyendo una posible explicacion al

descenso registrado para p-p38 y a la ausencia de efectos sobre la p-JNK.

Por otro lado, la MKP-3 (también conocida como DUSP6) es una DUSP citosdlica con
especificidad de sustrato por ERK1/2 pero también ejerce efectos en JNK y p38 (Patterson et al.,
2009). Al igual que ocurria con MKP-1, el CMS no modificd su expresion de mRNA, pero el

tratamiento con antibidticos los incrementé, pudiendo ser uno de los motivos para las
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modificaciones descritas en p-p38 y p-JNK. Hasta la fecha, se han descrito mas de 20 DUSPs
(Patterson et al., 2009) y se postulan como dianas terapéuticas prometedoras para modular la
actividad de las MAPKs debido a su especificidad de sustrato y localizacién tisular diferencial,

motivo por el que la investigacion en ellas resulta especialmente interesante.

La liberacién de la corticosterona consecuencia de la exposicion al estrés podria influenciar la
activacion de las MAPKs (Lee et al., 2006). Sin embargo, los cambios detectados en los
pardmetros intestinales sumados a la existencia de estudios que correlacionan la permeabilidad
intestinal con el incremento de la concentracién plasmatica de corticosterona (Meddings y
Swain, 2000) atribuyen a las bacterias la capacidad de actuar como responsables de la activacion
de las MAPKs. Ademas, estudios previos han demostrado que el LPS y antigenos de la pared
celular de las bacterias Gram positivas, ligandos para TLR-4 y TLR-2 respectivamente, activan a

p38 en el SNC (Schumann et al., 1998).

Numerosas investigaciones han mostrado que en la depresién se produce la induccidon de
multiples rutas oxidativo/nitrosativas que ocasionan dafio por peroxidacion lipidica (Moylan et
al.,, 2014). El elemento central en la coordinacion de la respuesta antioxidante es el factor
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2), que reconoce los elementos de respuesta
antioxidante del genoma (ARE) (Wasserman y Fahl, 1997) presentes en las regiones promotoras
de multitud de genes que codifican para enzimas de detoxificacidn de fase Il. Curiosamente, se
ha propuesto una conexién entre la activacion de Nrf2 y las MAPKs, aunque aun existe
controversia acerca de si regulan la actividad de Nrf2 por mecanismos directos o indirectos (Sun

et al., 2009b).

Nuestro estudio reveld un descenso en los niveles de Nrf2 y sus activadores fosfoinositol 3-
quinasa (PI3K) y proteina quinasa B (Akt) en el PFC tras la exposicidon al CMS. Estos resultados
podrian explicar, al menos parcialmente, el dafio oxidativo/nitrosativo detectado en el modelo
de depresién CMS (Gdérate et al., 2011a). El tratamiento con antibidticos no consiguid evitar la
disminucién en los activadores de Nrf2 provocada por el CMS, aunque se observé una tendencia
a recuperar los niveles de mRNA y proteina de Akt, asi como la propia expresién de Nrf2 en el

nucleo.

La glutatidn peroxidasa 1 (GPx-1) es una de las enzimas detoxificantes de fase Il inducidas por
Nrf2 cuya funcién bioldgica primordial es proteger al organismo del dafio oxidativo (Lee et al.,
2003a). Ademas, se ha observado que los niveles de GPx estan alterados en depresién y que el
tratamiento con antidepresivos restaura su expresién en los pacientes (Ozcan et al., 2004).
Nuestro estudid reflejé6 una reduccién en la expresién génica de GPx-1 que podria ser
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consecuencia de la disminucidn detectada en Nrf2 tras la exposicion al CMS. Significativamente,
la prevencidn de la traslocacidon bacteriana utilizando antibidticos recuperd parcialmente los
niveles de mRNA de GPx-1, lo que sugiere un posible rescate de las acciones protectoras de la

via de Nrf2.

Se ha demostrado que la activacién farmacoldgica de Nrf2 atenda la inflamacién inducida por el
LPS y puede resultar una potencial diana terapéutica frente a la neuroinflamacién (Innamorato
et al., 2008). En este sentido, los ratones knockout para Nrf2 presentan células microgliales
hiperinflamatorias (Hubbs et al., 2007) y desarrollan un fenotipo de tipo depresivo (Martin-de-
Saavedra et al., 2013). Por tanto, los reguladores de las MAPKs y los activadores de Nrf2 (como
la via de supervivencia celular PI3K/Akt) se han propuesto como nuevos candidatos a farmacos
para el tratamiento de la depresidon (Maes et al., 2012a), estando nuestro estudio de acuerdo

con esta percepcion.

Los resultados presentados, junto con otros estudios de otros autores valiéndose de
antidepresivos, muestran que la habilidad de algunos de estos farmacos para moderar la
respuesta inflamatoria asociada a su efecto antidepresivo esta relacionada con la modulacién
de las MAPKs (Wefers et al., 2012, Di Benedetto et al., 2013). Nuestra investigacidén apunta hacia
la consideracién de las MAPKs como potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de la

depresion mayor.

En conclusidn, la microbiota intestinal es capaz de tener implicaciones comportamentales y es
un neuromodulador clave en la sefializaciéon del eje microbiota-intestino-cerebro durante la
edad adulta. Incluso recientes estudios muestran que existe una flora intestinal alterada en su
composicion, diversidad y riqueza en la depresidon (Cryan y Dinan, 2012). Asi, recientes
investigaciones apuntan hacia un papel causal de la microbiota en el desarrollo de las
caracteristicas neuroldgicas y de comportamiento presentes en la depresiéon y puede

proporcionar una diana factible para el tratamiento y prevencidn de patologias psiquiatricas.

En esta direccidon, nuestro estudio sugiere que la traslocacidon bacteriana de la microbiota normal
puede tener un papel en la fisiopatologia de la depresidon mediante la MAPK p38, lo que esta en
sintonia con resultados previos que muestran que los estresores podrian activar receptores de
inmunidad innata, agravando la neuroinflamacion y el dafio por estrés oxidativo/nitrosativo.
Ademas, los resultados obtenidos indican que la ruta de Nrf2 podria estar implicada en las

acciones del CMS en el cerebro (Figura 66).
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Figura 66. Papel de la traslocacion bacteriana en las rutas inflamatorias intracelulares tras el modelo de
depresion chronic mild stress (CMS). ATB: antibidticos; UFC: unidad formadora de colonias; LPS:
lipopolisacdrido; COX-2: ciclooxigenasa 2; IgA: inmunoglobulina A; CCL28: quimioquina asociada a la
mucosa epitelial 28; ZO-1: proteina zona occludens 1; p-p38: fosfo-proteina 38; DUSP: fosfatasa dual
especifica; Nrf2: factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2); PFC: cértex prefrontal.

La idea de que la traslocacidon bacteriana estd implicada en patologias relacionadas con el estrés,
tales como la depresidn, necesita confirmacion. Tomar a las bacterias o a la integridad intestinal
como dianas pueden representar nuevas posibilidades terapéuticas, abriendo la oportunidad de

estudios traslacionales en psicopatologias.
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3.Conexion entre los efectos
comportamentales y la inflamacion a
través del sickness behavior inducido
por el lipopolisacarido (LPS) en
ratones

Este capitulo describe la falta de efectividad del bloqueo de la actividad de la indolamina 2,3-
dioxigenasa 1 (IDO-1) en la mejora de determinados comportamientos relacionados con la
depresién. Ademas, el incremento producido por el LPS en los niveles del factor de crecimiento
de fibroblastos 21 (FGF-21) parece estar involucrado en la disminucion del consumo de sacarosa
sin ser responsable de los efectos fisioldgicos deletéreos derivados de la administracion del LPS

(Figura 67).
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Figura 67. Efectos comportamentales del bloqueo de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y del factor de
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) sobre el sickness behavior inducido por la administracion de
lipopolisacdrido (LPS) en raton. SPT: test de preferencia por la sacarosa; VWR: ejercicio espontdneo en
rueda giratoria.

En la literatura se ha reportado una posible implicacién de la activacién de la indolamina 2,3-
dioxigenasa en el desarrollo de comportamientos de tipo depresivo mediante la produccién de
los metabolitos derivados de la kinurenina (Dantzer et al., 2011). Ademas, nuestros resultados,
discutidos en profundidad en la seccién 1.2, muestran que la induccién de la via de las

kinureninas en un modelo de depresién bien caracterizado, el chronic mild stress. Por ello, se
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administré L-leucina oralmente para tratar de bloquear el transporte de kinurenina (producida
periféricamente por activacién de la IDO-1 tras la administracion de LPS) a través de la barrera
hematoencefalica por el transportador de aminodcidos grandes 1 (LAT-1) (Fukui et al., 19913,

Kanai et al., 1998).

La realizacién de estos estudios nos llevé a determinar la expresién de LAT-1 en nuestro modelo
de depresion en rata, el CMS, y los efectos de los diferentes antidepresivos.
Sorprendentemente, registramos un descenso en la expresién del mRNA de LAT-1 tras la
exposicién al CMS. No existen demasiados resultados en la literatura acerca de la expresién de
LAT-1 y su conexidn con la inflamacién y el estrés, pero se ha descrito que mediadores
proinflamatorios como TNF-o. no inducen cambios en su expresion (Aye et al.,, 2015). En
cualquier caso, debemos tener en cuenta que este transportador lo utilizan para atravesar la
barrera hematoencefdlica tanto el triptéfano como la kinurenina, por lo que modificaciones en
su expresion pueden afectar tanto a la sintesis de serotonina a partir de triptéfano como a la via
de las kinureninas. La recuperacion en los niveles de LAT-1 tras el tratamiento con desipramina
y duloxetina podria postularse en la direccién de mejorar la sintesis de serotonina al aumentar
la biodisponibilidad de triptéfano, aunque indudablemente para ello habria que determinar los
niveles de triptéfano y kinurenina y relacionarlos con los de LAT-1, tal y como realizan otros
estudios (Joyce et al., 2005). A pesar de ello y de la necesidad de una mayor investigacion que
profundice sobre el papel de LAT-1 en el CMS, nuestra hipdtesis acerca de su bloqueo con el fin
de reducir la produccién de metabolitos de la kinurenina ha sido demostrada utilizando
inhibidores especificos (Sekine et al., 2016), por lo que el estudio planteado en ratén queda

plenamente justificado.

Nuestros resultados en el modelo de LPS en ratdn no registraron ninguin efecto comportamental
tras la administracién de L-leucina en los test de preferencia por la sacarosa (SPT) ni en el
ejercicio espontaneo en rueda giratoria (VWR), habiendo asegurado el desarrollo del sickness
behavior mediante las medidas fisioldgicas del peso corporal y la ingesta de comida. Ante la
posibilidad de que el disefio experimental no produjese un bloqueo completo o suficiente del
flujo de kinurenina al cerebro, se realizé un experimento adicional de inyeccion de LPS sobre

hembras knockout para IDO-1, obteniendo idénticos resultados que con la L-leucina.

Estudios previos en pacientes han correlacionado los niveles de actividad de IDO-1 con la
gravedad de los sintomas depresivos, pero sin conseguir demostrar una relacién directamente
causal entre ambos (Capuron et al., 2004, Wichers et al., 2005). Sin embargo, modelos con un

fundamento similar al empleado si han atribuido a la activaciéon de IDO responsabilidad en el
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desarrollo del fenotipo depresivo (O'Connor et al., 2009). Si bien es cierto que de entrada
nuestro estudio puede resultar contradictorio con la literatura, cabe sefialar que los test
aplicados en el articulo mencionado (actividad locomotora, natacidn forzada y suspension de la
cola) fueron diferentes y, por tanto, miden otros aspectos de la patologia depresiva menos
relacionados con la anhedonia y el ejercicio fisico. En este sentido, un reciente estudio recoge la
incapacidad de revertir la disminucién de la preferencia por la sacarosa inducida por LPS en
ratones knockout para la kinurenina 3-monooxigenasa (KMO) que, por tanto, no pueden activar
la via de las kinureninas, concordando con nuestros resultados (Parrott et al., 2016). Sin
embargo, si revierten efectos comportamentales evaluados mediante otros test e incluso otras
investigaciones apuntan a que podrian estar mas relacionados con déficits cognitivos (Heisler y

O'Connor, 2015).

No podemos obviar aspectos relacionados con el propio disefio experimental que limitan el
estudio. El bloqueo planteado con L-leucina sélo podria asegurar la reduccidn del transporte de
kinurenina a su través mediante la determinacidon de los metabolitos de esta via en tejido
cerebral. Teniendo en cuenta esta limitacidn, se decidié emplear ratones knockout. La inclusiéon
de hembras knockout se realizé por disponibilidad de las mismas, no con el objetivo de introducir
la variable del sexo en el estudio. Esto implica la necesidad de replicar el experimento utilizando
machos, ya que los test comportamentales pueden arrojar resultados diferentes en funcion del
sexo (Barros y Ferigolo, 1998, Gomez et al., 2014). Si bien es cierto que otras investigaciones
afirman que estas diferencias podrian ser minimas (Kokras et al., 2015) y que los ejemplos
mencionados evalian Unicamente el test cldsico de natacion forzada, aportan evidencia
suficiente para considerar la variable del sexo como un posible factor confusor en los resultados

presentados.

Por otro lado, el modelo utilizado de administracién de LPS y otros similares pueden
considerarse mds como modelos inflamatorios que como modelos de depresién, cuya etiologia
en la mayoria de los casos responde al estrés (Leonard y Song, 1996). De hecho, la
administracién de un inhibidor de la IDO, el 1-metiltriptéfano, sobre el modelo de estrés en el
gue se ha basado la presente Tesis Doctoral, el CMS, ha conseguido prevenir el desarrollo del

fenotipo de tipo depresivo en ratén (Liu et al., 2015c).

Ademas, la IDO-1 no es la Unica enzima que puede catalizar la conversion del triptéfano en
kinurenina. La isoforma 2 de la IDO (IDO-2) y la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO-2) también son

susceptibles de activar la via de las kinureninas y se han reportado efectos comportamentales
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diferenciales al producir la delecidon de cada una de ellas, agregando mayor complejidad a los

analisis (Too et al., 2016).

Teniendo en cuenta estos estudios, se hacen necesarias investigaciones que incluyan un analisis
mas completo y sistematico con diferentes test comportamentales que abarquen el amplio
espectro relacionado con la depresidn. La utilizacién de modelos animales que reflejen mejor la
etiologia de la enfermedad, asi como un control de las posibles variables confusoras, podrian
aportar una mayor fiabilidad y consistencia a las evidencias acerca de la implicacion de la

activacion de la IDO-1 en los trastornos del estado del animo.

Continuando la busqueda de elementos que vinculasen la respuesta inflamatoria con los efectos
comportamentales, se centrd la segunda parte de esta investigacion en el FGF-21. El FGF-21
puede ser inducido por el ejercicio, farmacos antidiabéticos, la inflamacion o el estrés (Kim y
Lee, 2015) y experimentos previos del grupo de investigacion donde se desarrollaron estos
estudios registraron un incremento en la expresion hepatica del FGF-21 a las 24 horas tras la

administracion del LPS.

El bloqueo mediante la administracidon de un anticuerpo de neutralizacidon antiFGF-21 recuperd
el consumo de sacarosa a niveles basales a las 24 horas tras la inyeccidn de LPS mientras que en
el grupo de LPS tratado con IgG como vehiculo dicho consumo continuaba siendo inferior.
Teniendo en cuenta que este factor puede atravesar la barrera hematoencefalica y actuar en el
nucleo paraventricular del hipotdlamo para suprimir la ingesta de soluciones azucaradas (von
Holstein-Rathlou et al., 2016), podria ser responsable de la anhedonia presente en el sickness
behavior. Adema3s, los efectos que median en esta situacion Unicamente estarian relacionados
con el consumo de sacarosa, ya que tanto el test de natacién forzada como los pardmetros
fisioldgicos (peso del ratén e ingesta de comida) no variaron al neutralizar la sefializacion del

FGF-21.

Sin embargo, la anhedonia representa un comportamiento complejo de analizar y sobre cuya
definicidn existe aun controversia, incluso con subdivisiones del término que hacen referencia a
las diferentes componentes del mismo (Treadway y Zald, 2011, Thomsen, 2015). Esto implica
que la simple reduccién en el consumo de sacarosa no es suficiente para evaluar la anhedonia
que pueda presentar un animal sometido a un modelo inductor de un comportamiento de tipo
depresivo. Es mas, el sickness behavior inducido por el LPS parece que si ejerce efectos sobre la
motivacion necesaria para alcanzar una recompensa pero que no reduce la sensibilidad hacia la
misma (Vichaya et al., 2014), chocando con el concepto clasico referido a la pura etimologia de

anhedonia como “ausencia de placer”.



Discusion

Por otro lado, es escasa la informacidn acerca de las acciones que regula el FGF-21 en el
organismo. Su reciente descubrimiento como hormona metabdlica (Kharitonenkov et al., 2005)
y su posible conexién con patologias psiquiatricas (Turner et al., 2016) hace que merezca la pena
la profundizacién en sus acciones, aunque requiera de una caracterizacién previa que aclare su
papel a nivel periférico y central. Por ejemplo, la dieta puede provocar la produccién diferencial
del FGF-21 segun el tejido ante el mismo estimulo (Asrih et al., 2015), por lo que la contribucién
a los valores finales disponibles en plasma para su accién en el cerebro no podria inferirse de la

accion sobre un Unico érgano.

A pesar de estas limitaciones, los resultados de este experimento son prometedores acerca del
papel que pueda jugar este factor en el consumo de sacarosa durante el sickness behavior.
Ademas, el FGF-21 podria aportar datos interesantes acerca de la conexién entre la depresiony
otras patologias psiquidtricas con enfermedades metabdlicas con las que presentan una

comorbilidad elevada, como la diabetes o la obesidad.
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4.Activacion  neuroinflamatoria en
depresion V resistencia al
tratamiento: estudios en cerebros
humanos post-mortem

El dltimo bloque de resultados apunta hacia la participacion de rutas inflamatorias vy
oxidativo/nitrosativas en pacientes con trastorno depresivo mayor (MDD). Con este objetivo,
hemos considerado el andlisis de elementos que habiamos encontrado desregulados en el
modelo animal que utilizamos, el chronic mild stress (CMS), relacionados con las rutas del
receptor Toll-like 4 (TLR-4) y del factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) asi como
algunos elementos involucrados en la apoptosis y la regulacién de la liberaciéon de
neurotransmisores que refuerzan la evidencia de la participacidon de la neuroinflamacién y el

estrés oxidativo/nitrosativo en la fisiopatologia del MDD.

El TLR-4 es un receptor de inmunidad innata que desencadena una compleja cascada
proinflamatoria (Akira y Takeda, 2004). A nivel del sistema nervioso central (SNC), TLR-4 se
expresa en microglia, neuronas, astroglia, oligodendroglia y el endotelio vascular cerebral
(Garcia-Bueno et al., 2008a). Este receptor ejerce un papel central al comienzo de la respuesta
neuroinflamatoria en patologias como la enfermedad de Alzheimer, la de Parkinson, el
traumatismo cerebral, la esclerosis multiple, el ictus y el dolor crénico (Buchanan et al., 2010,

Trotta et al., 2014).

En el dmbito de las patologias psiquidtricas, se ha descrito una activacién del TLR-4 en pacientes
con esquizofrenia, trastorno bipolar, depresidon y en modelos animales de estrés (Garcia Bueno
et al., 2016). De entre los diferentes motivos para el estudio del TLR-4 en el MDD, destaca que
un microbioma alterado y sefiales de inflamacidn en el intestino, aumento de la permeabilidad
de la barrera intestinal y el fendmeno de la traslocacion bacteriana estan presentes en pacientes

con MDD (Maes et al., 2008, Maes et al., 2012b, Berk et al., 2013, Jiang et al., 2015b).

Nuestro estudio indicd que la expresién de TLR-4 en el cerebro no se induce por el MDD, al
menos en el momento en el que se tomaron las muestras. Sin embargo, este hecho no excluye
posibles efectos a otros niveles, como por ejemplo la existencia de mecanismos de activacion
post-traduccionales. De hecho, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con

antidepresivos tiende a disminuir los niveles de TLR-4.
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Aparte de los patrones moleculares asociados a patégeno (PAMPs), los receptores Toll-like
detectan sefiales enddgenas no infecciosas de dafo tisular secretadas por el tejido en peligro
conocidas como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) que activan el sistema inmune
de igual manera que los PAMPs (Thundyil y Lim, 2015). Pertenecientes a estos DAMPs, las
proteinas de choque térmico (Hsp) 60 y 70 son activadores del TLR-4 (Vabulas et al., 2001, Asea
et al., 2002).

Nuestros resultados mostraron un incremento en los niveles de la proteina Hsp 70 en pacientes
con MDD comparando con sus controles pareados. Al separar a los pacientes entre tratados y
no tratados la significacion estadistica se pierde, aunque parece persistir una tendencia al

aumento en su expresion.

Con el objetivo de tratar de elucidar el posible papel del receptor TLR-4, se analizd la expresion
del factor nuclear kappa B (NF-kB) y de las proteina/quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs),
activadas por este receptor (Guha y Mackman, 2001). El NF-xB es uno de los principales
orquestadores de la respuesta inflamatoria con la induccidon de multiples mediadores como
genes proinflamatorios y proteinas de fase aguda tanto en humanos como en roedores (Mitchell
y Vargas, 2016). Por su parte, la familia de las MAPKs estd implicada en gran cantidad de
procesos celulares mediante los que estimulos extracelulares provocan inflamacion (incluyendo
la produccion de mediadores inflamatorios), destacando la importante funcién que
desempenan en la regulacién del NF-xB (Schmitz et al., 2001). Otra importante sefializacién de
las MAPKs a partir de las citoquinas proinflamatorias esta relacionada con el aumento en la
expresion y funcion de los transportadores recaptadores de monoaminas (Moron et al., 2003,

Zhu et al., 2006).

El analisis de la expresidon nuclear de la subunidad p65 del NF-xB revelé un descenso en su
expresion en pacientes con MDD. Sin embargo, al separar este grupo en funcion de la presencia
o ausencia del tratamiento la significacion estadistica desaparece en ambos. Es importante
recordar que el analisis estadistico realizado incorpora el hecho de que el NF-kB fue el Unico
parametro afectado por una correlacion positiva con el indice de masa corporal (IMC) de los
individuos y que dicho IMC resulté ser menor en los depresivos que en los controles de manera
aleatoria. Dadas las importantes implicaciones del NF-kB en la regulacién bioenergética y su
implicacion en enfermedades metabdlicas como la obesidad (Tornatore et al.,, 2012), no
podemos descartar que este pardmetro se vea modulado por el IMC ademas de por la propia
patologia depresiva, apareciendo como variable confusora del analisis. A pesar de ello, otra

posibilidad para la disminucion detectada radica en el agotamiento de la via tras su estimulacion
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cronica, situacion que encaja con la depresidn y otras patologias con componente

neuroinflamatorio (Sun et al., 1994, Garate et al., 2011a).

Respecto a las MAPKs, nuestros datos reflejaron un aumento en la expresién de la forma
fosforilada de las quinasas reguladoras de la sefial extracelular 1/2 (p-ERK1/2) al compararse con
sus controles pareados. Curiosamente, si separamos los grupos segun presencia o ausencia de
tratamiento en los MDD, la significacion estadistica Unicamente existe entre los controles y el
grupo tratado con antidepresivos. Por tanto, es el tratamiento con antidepresivos el responsable

del incremento de la forma activa de ERK1/2.

Las modificaciones sobre la activacion basal de ERK inducen cambios estructurales en las
neuronas que resultan responsables de fenotipos caracteristicos de los trastornos del estado de
animo (Einat y Manji, 2006). Las ERK1/2 han sido relacionadas con la regulacidn de la expresion
génica y la sintesis de proteinas, modificaciones en la estructura celular o el metabolismo,
diferenciacidn y apoptosis y estos efectos puedes estar involucrados en la fisiopatologia de la
depresion (Shiflett y Balleine, 2011). Por lo tanto, la efectividad de determinados farmacos como
estabilizadores del animo y antidepresivos depende parcialmente de su habilidad para estimular

la actividad de ERK en el SNC (Gourley et al., 2008, Shiflett y Balleine, 2011).

Estudios previos han reportado que en el cerebro post-mortem de pacientes con MDD que se
han suicidado se produce un descenso en la expresidn y activacion de ERK (Dwivedi et al., 2001).
Los resultados que hemos obtenido registraron un incremento en la expresién de la forma
activada de ERK1/2 en el area de Brodmann 9 (BA9) de pacientes con MDD e indican que esta
diferencia se debe a que los niveles son mas elevados en el grupo tratado con antidepresivos.
Por ello, parece que el tratamiento esta tratando de aumentar la expresion de p-ERK1/2 quiza
en un esfuerzo para recuperar la plasticidad y minimizar los efectos celulares negativos
ocasionados por la patologia, aunque indudablemente se requieren mas investigaciones para

confirmar esta hipdtesis.

Nuestros datos también revelaron un incremento de las formas activadas de las MAPKs p38y la
quinasa NH; terminal de c-jun (JNK). Cabe destacar que el patrdn de expresion al distinguir entre
pacientes tratados y no tratados fue similar al descrito para ERK, siendo mas alto en el grupo

tratado con antidepresivos.

Tanto p38 como JNK se han relacionado con la fisiopatologia de la depresién (Galeotti y
Ghelardini, 2012). Concretamente, p38 se ha postulado por sus acciones proinflamatorias y por

su capacidad de aumentar la expresién y funcion del transportador de serotonina (Haroon et al.,
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2012). Por su parte, JNK también es inducida por el estrés y juega un papel fundamental en la
regulacién de la diferenciacidon de los linfocitos T y la produccién de citoquinas (Galeotti y

Ghelardini, 2012).

Nuestros resultados mostraron que en los pacientes con MDD se producia una mayor expresion
tanto de p38 como de JNK que parece apoyar la idea de su participacion en la fisiopatologia de
los trastornos del estado de dnimo. Sin embargo, parece contradictorio que la diferencia se deba
al grupo que recibia tratamiento antidepresivo. Es importante recordar que las muestras con las
que se trabajé proceden de pacientes depresivos que se suicidaron a pesar de encontrarse
recibiendo el tratamiento por lo que podria postularse que los antidepresivos no funcionaron
como se esperaba o que nos encontrdbamos ante pacientes resistes al tratamiento. No

obstante, se hacen necesarios mas estudios para corroborar esta posibilidad.

A modo de conclusién global sobre el andlisis realizado en las MAPKs, parece que la ruta del TLR-
4 se encuentra activa en pacientes con MDD y que los antidepresivos incrementan los niveles
de las MAPKs, plantedandose como posibilidad la resistencia al tratamiento debido a la

procedencia de las muestras (individuos que terminaron por suicidarse).

Las fosfatasas duales especificas (DUSPs) conforman un grupo heterogéneo de fosfatasas que
regulan la actividad de las MAPKs mediante defosforilacién y sirven para controlar su
localizacién subcelular (Patterson et al., 2009). Entre ellas, la DUSP2 (también conocida como
fosfatasa de células activadas 1 o PAC-1) se expresa en el nucleo principalmente de tejidos
hematopoyéticos con un elevado contenido en células T, pero también en otros lugares, incluido
el SNC (Rohan et al., 1993). Posee especificidad de sustrato por ERK, p38 y JNK y estudios
preclinicos in vivo han sefialado a DUSP2 como un regulador negativo de la actividad de JNK'y
modulador de la respuesta inmune a través de la comunicacién entre JNK y ERK (Jeffrey et al.,

2006).

Nuestro estudio reflejé un descenso en la expresidn nuclear de DUSP2 en pacientes depresivos
al comparar frente a los individuos control pareados. Este resultado correlaciona inversamente
con el aumento descrito en los niveles de las MAPKs en el grupo MDD. Al separar este grupo
entre tratados y no tratados y tal y como ocurria con las MAPKs, la significacidn estadistica se
alcanza en los tratados con antidepresivos infiriéndose que el incremento registrado en las
MAPKs podria deberse a esta disminucion en la DUSP2. De nuevo, cabe recordar que las
muestras sobre las que se realizan estos analisis proceden de pacientes depresivos que se
suicidaron en los que los antidepresivos no funcionaron como deberian o eran resistentes al

tratamiento.
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El principal director de la respuesta antioxidante celular es el Nrf2, activado ante situaciones de
estrés oxidativo y que provoca la transcripcidon de enzimas antioxidantes (Wasserman y Fahl,
1997). En los ultimos afios se ha teorizado sobre la posibilidad de su implicaciéon en la
fisiopatologia de la depresidon proponiéndose como diana terapéutica a explorar (Maes et al.,

2012a, Martin-de-Saavedra et al., 2013).

Nuestro estudio registré un descenso en la ruta de Nrf2 en pacientes con MDD al comparar
frente a sus controles pareados, lo que concuerda con el papel potencial de Nrf2 en la depresién
y con el estrés oxidativo/nitrosativo descrito en esta patologia (Leonard y Maes, 2012). Por lo
que sabemos, esta es la primera vez que se descubre una disminucién de la expresidn nuclear
del factor antioxidante Nrf2 en cerebros post mortem (BA9) de pacientes con MDD, confirmando
los datos obtenidos en modelos experimentales de depresidon (Martin-de-Saavedra et al., 2013,

Djordjevic et al., 2015).

Si separamos el grupo de pacientes con MDD en tratados y no tratados se observa una expresion
nuclear diferencial en funcién del tratamiento. Un estudio previo en células monociticas
humanas U-937 sugiere que las acciones de los antidepresivos sobre la expresion de enzimas
antioxidantes dependen de la duracién del tratamiento e incluso pueden resultar pro-oxidantes
(Schmidt et al., 2008). En nuestras muestras parece que el tratamiento afectd negativamente a
la ruta de Nrf2, lo que concuerda con el estudio sefialado y con las implicaciones derivadas de

la procedencia de pacientes que se han suicidio mencionadas previamente.

La administracidn de citoquinas proinflamatorias estimula la produccién de la proteina S100 de
union a calcio A10 (S100A10 o p11) a través de mecanismos aun desconocidos (Warner-Schmidt
et al., 2011). Ademas, estudios previos en modelos genéticos demuestran que ratones knockout
para S100A10 desarrollan un fenotipo de tipo depresivo y que la sobreexpresidn de esta
proteina posee propiedades antidepresivas (Svenningsson et al.,, 2006). Los propios
antidepresivos convencionales tales como los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (ISRSs) y los antidepresivos triciclicos (ATCs) inducen su expresion, contribuyendo
este incremento a la disposicién de receptores de serotonina en la membrana plasmatica y

amplificando asi la accion de los antidepresivos (Svenningsson et al., 2013).

La expresion de S100A10 no se modificd en nuestros resultados al comparar entre pacientes con
MDD y controles, pero si se registré un aumento en el grupo tratado con antidepresivos frente
a sus controles pareados. Aunque este hallazgo resulta consistente con otros resultados previos
en animales y pacientes, hasta donde sabemos éste es el primer estudio que desvela un
incremento de S100A10 en cerebros post mortem (BA9) de pacientes con MDD que se
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encontraban en tratamiento con antidepresivos, posicionandolo como una prometedora linea

de investigacién en el futuro.

Nuestros resultados también reflejaron un aumento en los pacientes con MDD en la expresion
proteica de la proteina extra grande del linfoma de células B (Bcl-xL), de caracteristicas anti-
apoptoéticas, al comparar frente a sus controles pareados. Habitualmente, los estudios llevados
a cabo en depresiéon apuntan hacia un incremento en los factores pro-apoptéticos y una
reduccion en los anti-apoptdticos. De hecho, una mayor vulnerabilidad hacia la apoptosis
relacionada con Bcl-2 parece que contribuye a la disminucién en los volimenes de determinadas
areas cerebrales en pacientes con MDD (Drevets et al., 2008). Sin embargo, estos estudios
habitualmente se desarrollan en el hipocampo, es mas, se ha descrito que los niveles de Bcl-xL
no se modifican en el cortex prefrontal tras la exposicion a un modelo experimental de
depresion (Kosten et al., 2008) y que los antidepresivos son capaces de incrementar los niveles

de mRNA de Bcl-xL (Shishkina et al., 2012).

En relacion a otros resultados de nuestro estudio, el aumento descrito para la forma activa de
ERK podria explicar los niveles proteicos elevados de Bcl-xL debido a la conocida implicacién de
ERK en la promocion de la supervivencia celular y a su relacién con el incremento de Bcl-xL
(Bonni et al., 1999). Ademas, el gen de Bcl-xL es diana de la proteina activadora-1, producida
como consecuencia de la activacion de las MAPKs (Manicassamy et al., 2006). En consecuencia,
nuestro estudio parece indicar que la activacidon de ERK en pacientes con depresién induce la
expresion del factor anti-apoptético Bcl-xL, lo que podria suponer que la apoptosis no
representa un factor critico en el BA9 de los pacientes con MDD, aunque esta afirmacion
necesita contrastarse con una investigacion mas exhaustiva acerca del papel de la apoptosis en

esta area cerebral.

Sintetizando los hallazgos de nuestros estudios empleando muestras del banco de cerebros
(Figura 68), se encontré un aumento en los niveles de la chaperona Hsp 70, ligando endégeno
del TLR-4, y en diversos elementos de la cascada de sefializacion de las MAPKs en muestras de
cerebro post mortem (BA9) de pacientes con MDD. Ademds, otros mecanismos celulares
relacionados con la capacidad antioxidante (Nrf2), la neurotransmision (S100A10) y la apoptosis
(Bcl-xL) se encontraron afectados. Particularmente, se describe por primera vez en el area BA9
de pacientes con MDD una reduccién en la ruta de Nrf2 y una potenciacion con los
antidepresivos de la transmision serotoninérgica mediante el incremento de S100A10. Ademas,
se detectd un aumento en la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bcl-xL

independientemente de la presencia o ausencia del tratamiento antidepresivo. Todas estas vias
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de sefalizacidn podrian resultar de interés en la busqueda de nuevas dianas terapéuticas.
Ademas, la procedencia de las muestras de pacientes que han fallecido por suicidio otorga
especial relevancia al grupo tratado con antidepresivos, ya que nos sitla ante posibles casos de
resistencia al tratamiento y donde, por tanto, la correccion de los desequilibrios detectados
podria suponer la mejora diferencial en la clinica de la depresién. Mas alld de estas
especulaciones, la investigacidn realizada proporciona importantes evidencias que animan a la
profundizacién en el estudio de los mecanismos moleculares sefialados y en la clarificacion del

papel de la inmunidad innata a través del TLR-4 y su potencial dafio asociado en depresion.

Depresion

~ Proteina/quinasas activadas
por mitégenos (MAPKs)

Factores
antioxidantes
(Nrf2)

== ATD

en sangre
al fallecer

Figura 68. Efectos comportamentales del bloqueo de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y del factor de
crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) sobre el sickness behavior inducido por la administracién de
lipopolisacdrido (LPS) en ratdn. SPT: test de preferencia por la sacarosa; VWR: ejercicio espontaneo en
rueda giratoria.
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5.Discusion global y nuevos horizontes
en la investigacion en depresion

La depresién es una enfermedad psiquidtrica identificada clasicamente por un déficit en la
produccién de monoaminas basado en el efecto antidepresivo de farmacos que aumentan la
disponibilidad de monoaminas en la hendidura sinaptica. Sin embargo, la existencia de
aproximadamente un tercio de pacientes resistentes al tratamiento farmacoldgico revela las
carencias aun existentes en el conocimiento sobre la fisiopatologia de la depresién. En este
sentido, se han formulado en los ultimos afios diferentes hipétesis que tratan de aportar luz
sobre su origen, sus causas y sus consecuencias, resultando especialmente relevante la
contribucion de la inflamacion y el sistema inmune al proceso no sélo depresivo, sino

psiquiatrico en general.

La investigacion realizada se enmarca dentro de esta hipdtesis y aporta datos interesantes a la
nueva vision de la depresion. Valiéndonos de modelos preclinicos en rata y ratén, hemos
descrito una disminucién en la ruta potencialmente neuroprotectora del factor antioxidante
Nrf2 que correlaciona inversamente con un aumento del estrés oxidativo. Ademads, se explord
la contribucion de la activacion inflamatoria de la IDO-1 sobre la induccién de la via de las
kinureninas, obteniendo resultados positivos. Sobre estos dos desequilibrios, se evalué la acciéon
de tres representantes de los tipos de antidepresivos mas prescritos en la actualidad observando

su capacidad de modular estas vias de manera diferencial entre ellos y a distintos niveles.

El TLR-4 se ha estudiado profundamente como un elemento clave en la respuesta inmune innata
con la que cursan diversas patologias psiquidtricas. El grupo de investigacién en el que se ha
desarrollado la presente Tesis Doctoral, describié en trabajos previos su participacion en el
modelo de depresidn en rata chronic mild stress (CMS) a través del incremento en la expresion
del NF-xB y factores relacionados a la respuesta inflamatoria que orquesta. La traslocacion
bacteriana inducida por estrés constituye otro de los mecanismos que podrian jugar un papel
en depresién y, dado que el LPS bacteriano es ligando exdgeno del TLR-4, se plantea como
posibilidad que ejerzan parte de sus acciones modulando esta via. De hecho, se ha descrito cémo
el uso de la administracién de antibiéticos de manera crénica para reducir la flora intestinal
normal produce que elementos inmunes desregulados restaurasen sus niveles. Los resultados
incluidos en esta Tesis representan la continuacidn de dicha investigacidon, demostrando una
disfuncidn intestinal y traslocacion bacteriana y explorando sus efectos a nivel cerebral. Para
ello, se analizaron las MAPKs, fruto de la induccidon de TLR-4, descubriendo un incremento de la
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MAPK p38 y una reduccion en la ruta de Nrf2. De manera relevante, el tratamiento con
antibidticos restauré o minimizé el impacto generado por el estrés sobre estos pardmetros

consiguiendo a su vez recuperar algunos efectos comportamentales a nivel basal.

En aras de la traslacionalidad de los resultados se llevd a cabo un andlisis de algunos de estos
mediadores que habiamos encontrado desregulados en el PFC de pacientes depresivos que se
habian suicidado, asi como de controles. Se registré un incremento del ligando endégeno de
TLR-4 Hsp70, de las formas fosforiladas de las MAPKs y de Bcl-xL y una disminuciéon de la ruta
antioxidante de Nrf2. Cabe destacar que tanto el aumento en la MAPK p38 como la disminucién
en la ruta antioxidante Nrf2 coinciden con los datos preclinicos descritos previamente en
nuestro modelo de depresién utilizado, el CMS. Curiosamente, los efectos producidos en las
muestras de origen humano fueron mds potentes en los individuos que se encontraban en
tratamiento farmacolégico antidepresivo por lo que se plantea como posibilidad que se tratase
de pacientes resistentes o en los que el tratamiento no funciondé como deberia, teniendo en

cuenta que terminaron por suicidarse.

A pesar de la informacidn relevante que se desprende, la investigacién realizada presenta
limitaciones que debemos senalar. Por un lado, la aplicacién de animales en patologia
psiquiatrica, es muy compleja, ya que son enfermedades especificamente humanas y cualquier
modelo preclinico que utilicemos podrd emular algunos aspectos, pero nunca la enfermedad
completa. Ademas, la medicién de estos aspectos se lleva a cabo mediante test
comportamentales que representan paradigmas bien estudiados y reconocidos, pero de
evaluacidn costosa. Respecto a las muestras humanas, la limitacién en el nimero de las mismas
es un factor a tener en cuenta, dada la gran cantidad de posibles variables confusoras y su
analisis por pares que limita la potencia estadistica. Esto hace que podamos no estar detectando
todas las alteraciones, pero, a su vez, otorga mayor valor si cabe a los resultados obtenidos. Por
otro lado, la procedencia de las muestras utilizadas representa una subpoblacién de pacientes
depresivos que han fallecido por suicidio. Esto implica que probablemente estemos ante
pacientes resistentes al tratamiento farmacoldgico, impidiéndonos analizar los efectos de los
antidepresivos sobre la poblacién que si responde a los antidepresivos y correlacionarlos con su
historia clinica. Desde otra perspectiva, las determinaciones se realizan directamente sobre
tejido nervioso en dreas directamente implicadas en la depresién, situacién imposible de aplicar
in vivo teniendo que recurrir a aproximaciones a nivel periférico que, si bien aportan informacién
valiosa, no nos permiten afirmar que esas mismas alteraciones se produzcan in situ en el sistema

nervioso central.
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A pesar de todas estas limitaciones que dificultan la investigacidn, tenemos que ser conscientes
de que los descubrimientos que aportan los resultados aqui recogidos poseen un valor potencial,
resultando ademads robustos gracias a las importantes correlaciones entre la preclinica y los
pacientes que aportan un enfoque traslacional necesario para que puedan llegar a la clinica.
Ademas, todos y cada uno de los hallazgos que se registran en el campo de la investigacion en
depresion pueden suponer el desarrollo de nuevos tratamientos y una mejora de la calidad de
vida para los pacientes de esta enfermedad que, desgraciadamente, cada dia posee un mayor

impacto en la sociedad.
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1.Conclusiones

1. La exposicidon de ratas Wistar Hannover a un modelo experimental de depresién (chronic
mild stress, CMS) induce un comportamiento de tipo depresivo y provoca desequilibrios en
mecanismos reguladores de procesos inflamatorios y oxidativos en la corteza prefrontal a
través de las proteina/quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), la ruta antioxidante del
factor nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) y la via de las kinureninas, favoreciendo
un perfil potencial de dafo cerebral.

2. La ausencia de alteraciones en la ruta de Nrf2 a nivel hipocampal en rata tras el CMS
apuntan hacia una afectacion diferencial segun el drea cerebral, postuldandose como posible
gue el daiio en el hipocampo esté menos relacionado con elementos inflamatorios y de
estrés oxidativo en el modelo experimental utilizado.

3. Los distintos tipos de antidepresivos mas empleados en clinica, representados por la
desipramina, el escitalopram y la duloxetina, son capaces de modular y controlar algunos
de los efectos del CMS sobre el estrés oxidativo en el cértex prefrontal del cerebro de rata.
Particularmente, la desipramina y la duloxetina se mostraron mas eficaces para revertir la
disminucién registrada en la ruta de Nrf2.

4. EICMS modula la transmisidn de la serotonina y la noradrenalina en el cértex prefrontal de
rata hacia una disminuciéon en la neurotransmision monoaminérgica a través de los
receptores de serotonina y del transportador de noradrenalina. Los tratamientos con
desipramina, escitalopram y duloxetina restauran la mayor parte de las deficiencias
inducidas por el CMS.

5. EICMS induce la activacién inflamatoria de la via de las kinureninas en el cortex prefrontal
de rata hacia una mayor produccién de acido quinolinico, de potencial neurotéxico por sus
acciones sobre los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). El tratamiento con los
antidepresivos desipramina, escitalopram y duloxetina es capaz de revertir los efectos
causados por la exposicion a CMS sobre esta via

6. La traslocacion bacteriana desde el colon se produce en rata tras la exposicién al CMS y
participa en la neuroinflamacion detectada en el cértex prefrontal mediante la MAPK p38
y la ruta antioxidante de Nrf2. Ademas, influye sobre el comportamiento ya que su
prevencion a través del tratamiento con antibidticos consiguié restaurar algunos de los
pardametros relacionados con la depresién, medidos por distintos test comportamentales.

7. El modelo inflamatorio por inyecciéon de lipopolisacarido (LPS) en ratdén induce un

comportamiento enfermizo o sickness behavior relacionado con algunos sintomas
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depresivos. En este modelo, el bloqueo de la via de las kinureninas no parecié tener
implicaciones en la anhedonia y la motivacién, pero el factor de crecimiento de fibroblastos
21 (FGF-21) es un posible responsable de la disminucidon del consumo de sacarosa
producido tras la administracién de LPS.

8. En humanos, los pacientes con depresidn mayor presentan desequilibrios inflamatorios y
relacionados con el estrés oxidativo en el area 9 de Brodmann de la corteza prefrontal con
independencia de la presencia o ausencia de tratamiento antidepresivo. Los mecanismos a
través de los que se producen son, al menos, la activacion del receptor Toll-like 4 (TLR-4) y
las proteina/quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y de la disminucién de la ruta de
Nrf2, en linea con los resultados preclinicos descritos en esta Tesis Doctoral. Dado que las
muestras proceden de pacientes en los que hubo un evidente fracaso terapéutico, se infiere
gue el control de las vias inflamatorias en depresion podria ser crucial en el tratamiento de

la depresion resistente.
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