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Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas RESUMEN

Las alteraciones en la neurotransmision de serotonina (5-HT) estan implicadas
tanto en los trastornos del estado de 4nimo afectivo como en la esquizofrenia (EQZ).
La alteracion del sistema serotoninérgico es un fendmeno bien documentado en los
trastornos del estado de 4nimo aunque las anormalidades especificas en receptores
serotoninérgicos en estas enfermedades psiquidtricas estan relativamente mal
definidas. El sistema serotoninérgico inerva multiples regiones cerebrales, entre ellas,
areas limbicas como el hipocampo (HC) y la corteza prefrontal (CPF). Ambas
regiones han sido implicadas en la fisiopatologia de los trastornos del estado de &nimo
afectivo y la esquizofrenia.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar las alteraciones de los receptores
serotoninérgicos en la CPF y en el HC de pacientes con dichas patologias
psiquidtricas. El estudio de la regulacion de los receptores de serotonina en el cerebro
humano puede aportar nuevos datos al conocimiento de la fisiopatologia de las
enfermedades del animo afectivo y la esquizofrenia. La mayoria de los trabajos
previos se han basado en estudios de union a proteinas. Nosotros hemos optado por el
analisis del ARN mensajero (ARNm) de ciertos receptores serotoninérgicos que han
sido relacionados con estas enfermedades psiquiatricas.

Usando la técnica de hibridacion in situ, se cuantificaron los niveles de ARNm
de los receptores 5-HT 4, 5S-HT 5 y 5-HT24 en el hipocampo, y los niveles del ARNm
de 5-HT;s y 5-HT,a en la corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL) en pacientes con
historia de depresion mayor (DM), trastorno bipolar (TBP), esquizofrenia y un grupo
control (CON; 15 sujetos por grupo). En la CPFDL se observd un descenso
significativo del ARNm del receptor 5-HT, 4 en pacientes con DM y del ARNm del
receptor 5-HT,4 en pacientes con TBP. Los sujetos con DM mostraron un descenso
significativo del ARNm de 5-HT;a en el HC, mientras que los pacientes con TBP y
EQZ tenian un incremento significativo en los niveles del ARNm de 5-HT y un
descenso significativo del ARNm de 5-HT;4 en la formacion hipocampal.

El hallazgo de alteraciones en los niveles del ARNm de 5-HT1A, 5-HT1B y 5-
HT2A en cerebros de sujetos con trastornos del animo y con esquizofrenia constituye
un nuevo dato en la neuroanatomia quimica de estas enfermedades y un apoyo
adicional a la hipotesis de la desregulacion del sistema serotoninérgico en estas

patologias.
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Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas INTRODUCCION

Numerosos neurotransmisores (Risch v Nemeroff, 1992, Arango et al., 1996,
Bowden et al., 1997, Klimek et al., 1997; Callado et al., 1998) y neurohormonas
(Gold et al., 1988; Nemeroff et al., 1988, Akil et al., 1993; Arborelius et al., 1999)
han sido implicados en la fisiopatologia de los trastornos del estado de 4nimo; entre
ellos, la serotonina ha adquirido un papel esencial en base a trabajos realizados tanto a
nivel experimental (Blier vy de Montigny, 1994, Lopez et al., 1998) como en estudios
postmortem (Prange et al., 1974, Stanley et al., 1982; Meltzer, 1989, Stanley y
Stanley, 1990, Yates et al., 1990a; Arango et al., 1992). Ademads, el sistema
serotoninérgico también ha sido implicado en otros trastornos psiquidtricos,
particularmente en la esquizofrenia (Woolley y Shaw, 1954, Andreasen, 1996,
Harrison, 1999a; Aghajanian y Marek, 2000; Sawa y Snyder, 2002). El hecho de que
el sistema serotoninérgico esté implicado en este tipo de enfermedades no es
sorprendente, ya que aunque los centros de origen se encuentran bien localizados a
nivel trocoencefalico, sus proyecciones son muy amplias, extendiéndose por todo el
neuroeje desde las zonas mas rostrales a las mas caudales (Dallstrom y Fuxe, 1964;
Steinbusch, 1981, Hornung et al., 1990), teniendo por lo tanto, impacto en diferentes
circuitos cerebrales.

El sistema serotoninérgico se origina en los nucleos del rafe, una zona cerebral
que puede ser dividida en dos partes: una craneal y otra caudal (Dallstrom y Fuxe,
/964). La porcion craneal contiene los nucleos del rafe dorsal y del rafe mediano y
proyectan primariamente a la corteza cerebral y los ganglios basales, mientras que los
nucleos caudales contienen los nucleos del rafe pallidus, del rafe magnus y del rafe
obscurus y proyectan principalmente al tronco encefalico y la médula espinal
(Dahlstrom y Fuxe, 1964, Steinbusch, 1981, Hornung et al., 1990). Los nicleos del
rafe dorsal y del mediano son una de las mayores regiones del rafe e inervan areas
limbicas tales como la corteza prefrontal y el hipocampo, dos regiones que han sido
implicadas en la fisiopatologia de los trastornos del estado de animo afectivo y la
esquizofrenia (Weinberger et al., 1988, Weinberger, 1991; Shenton et al., 1992;
Joyce, 1993; Andreasen et al., 1994a,1994b, Goldman-Rakic, 1994, Selemon et al.,
1995, Joyce et al., 1997, Benes, 2000, Grace, 2000; Harrison y Eastwood, 2001).
(Figura 1.a.).
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Figura 1. (a). Conexiones del sistema serotoninérgico. Principales eferencias de los nticleos del
rafe a regiones corticales y subcorticales. (b). Metabolismo neuronal de la serotonina (5-HT) y
localizacion de los receptores serotoninérgicos. A partir del aminoacido triptéfano se sintetiza 5-
HT, mediante las enzimas TPH y AADC. La serotonina es transportada en vesiculas hasta las
terminales axonales de las neuronas serotoninérgicas. Tras su liberacion, la 5-HT es recaptada a
nivel presinaptico por el transportador de serotonina (SERT), pudiendo volver a las vesiculas o ser
degradado a 5-HIAA mediante la enzima monoamino oxidasa (MAQ). Los receptores 5-HT1A y
5-HT1B se encuentran tanto en neuronas serotoninérgicas como en no-serotoninérgicas, mientras
que el receptor 5-HT2A solo esta en neuronas no-serotoninérgicas. Abreviaturas: TPH = triptéfano
hidroxilasa; AADC = aminoacido descarboxilasa; 5-HIAA = 4cido 5-hidroxi-indolacético.
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HISTORIA Y CARACTERIZACION GENERAL DE LA SEROTONINA

Al estudiar los componentes de la sangre, los investigadores encontraron una
sustancia desconocida, propia de las plaquetas, que fue llamada serotonina debido a
sus caracteristicas vasotonicas en la sangre (Rapport et al., 1948). Por la misma época
se descubri6 la enteramina, un componente incluido en las células enterocromafines
del tracto gastrointestinal que producia la contraccion del musculo liso (Erspamer y
Asero, 1952). Subsecuentemente, ambas sustancias fueron purificadas, cristalizadas y
quimicamente identificadas como 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina.

Después del descubrimiento de la sintesis de 5-HT a partir del aminoéacido
triptofano en 1951 por Hamlin y Fisher, se desarrollaron ensayos mas sensibles para
localizar 5-HT por todo el cuerpo, observando que el 1 % - 2% se encuentra en el
cerebro (Twarog and Page, 1953). El descubrimiento por Amin y colaboradores
(1954) de una distribucion heterogénea en la concentracion de serotonina cerebral,
condujo a los cientificos a sospechar que 5-HT seria un neurotransmisor. La técnica
histofluorescente de Falck-Hillarp (Falk et al, 1962) facilito el mapeo
neuroanatémico de las fibras serotoninérgicas, indicando una alta densidad de 5-HT
en neuronas de los nucleos del rafe del troncoencéfalo. En estos ntucleos, las
poblaciones neuronales fueron denominadas como B1-B9Y, siendo B1 el grupo celular
mas caudal (Dahlstrom v Fuxe, 1964, 1965). El desarrollo subsiguiente de las técnicas
autoradiograficas con el uso de [*H] 5-HT (Aghajanian y Bloom, 1967; Calas, 1974;
Descarries, 1975), y de técnicas inmunoquimicas con el uso de anticuerpos contra
serotonina (Steinbusch et al., 1978, Steinbusch, 1981), permitidé un mapeo extenso de
las fibras serotoninérgicas, revelando una inervacion difusa que incluye amplias
regiones de la corteza cerebral, hipocampo, amigdala, ganglios basales y médula
espinal. Posteriormente, los estudios autoradiograficos, y adicionalmente, la clonacion
molecular llevaron al descubrimiento de una coleccion substancial de subtipos de
receptores serotoninérgicos en diferentes regiones cerebrales. (Figura 1.b.)

Esta distribucion difusa en el sistema nervioso explica la variedad de
funciones en las cuales la serotonina ha sido implicada, incluyendo el control del
animo, el ciclo vigilia-descanso, las conductas alimentarias y sexuales, la
termorregulacion, el control del dolor, etc. (Feldberg v Myers, 1966, Jouvet, 1967,
Tenen, 1967; Fernstrom y Wurtman, 1971; Gorzalka et al., 1990; Meneses, 1998,
1999, Williams et al., 2002). Asimismo, se¢ han descrito alteraciones del sistema

serotoninérgico en numerosos procesos neuropatoldogicos como la depresion, la
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ansiedad, la esquizofrenia, trastornos del suefio, anorexia, e incluso en enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer (Yates et al., 1990b; Golden et

al., 1991; Meltzer et al., 1998; Moret y Briley, 2000).

Subtipos de receptores de serotonina

En la actualidad se conocen hasta catorce subtipos de receptores 5-HT (Barnes
v Sharp, 1999), esta diversidad de subtipos, frente a los de otras monoaminas y
algunos receptores proteicos ha sido atribuida a su antigiiedad filogenética (Peroutka,
1994).

En 1957, Gaddum y Picarelli descubrieron que la contraccion del estomago
inducida por 5-HT era completamente bloqueada por la coadministracion de morfina
y dibenzilina. Cada uno de estos compuestos por separado producia un bloqueo
parcial de la respuesta de contraccion mediada por 5-HT. Estudios detallados
revelaron que la morfina, pero no la dibenzilina, bloqueaba la liberacion de
acetilcolina (ACh) desde terminales nerviosos postganglionares. Por el contrario, la
dibenzilina, pero no la morfina, bloqueaba la accidn directa de la 5-HT en el musculo
liso. Los autores concluyeron que dos tipos diferentes de receptores estaban
involucrados en el efecto de la 5-HT, y, los receptores fueron nombrados como D y
M, por las propiedades antagonistas de la dibenzilina y la morfina, respectivamente.

Mediante el uso de [PH] 5-HT, [°H] espiperona y [*H] 4cido lisérgico
dietilamida (LSD) en estudios de unién de receptores en membranas en la corteza
frontal de la rata, Peroutka y Snyder (/979) sugirieron la existencia de dos subtipos de
receptores de 5-HT, los cuales fueron designados como 5-HT; y 5-HT,. La clase 5-
HT; exhibia una afinidad nanomolar por 5-HT, mientras que los receptores 5-HT,
presentaban una afinidad micromolar por 5-HT y una alta afinidad por la espiperona.
Posteriormente, la clase 5-HT,; fue subdividida en 5-HT;A y 5-HT)g basandose en la
union diferencial a la espiperona (Pedigo et al, 1981). Pronto, los andlisis
autoradiograficos de la corteza revelaron otro receptor del tipo 5-HT; que presentaba
una alta afinidad por 5-HT pero que diferia en la afinidad por otros compuestos, por lo
que se le denomind 5-HT ¢ (Pazos v Palacios, 1985).

Dada la lista creciente de receptores de 5-HT descubiertos, se vio la necesidad
de crear una clasificacion sistematica y racional que inicialmente constd de tres
categorias principales (para una revision mas extensa de la primera clasificacion ver
Bradley et al., 1956) que fueron 5-HT,; 5-HT, (que incluia los receptores “D”

previamente descritos) y 5-HTs (que incluia los receptores “M”). Con el paso de los
14
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afios, el descubrimiento de nuevos subtipos de receptores de 5-HT se expandio
rapidamente debido a la introduccioén de nuevas técnicas de biologia molecular. Para
minimizar la confusion en la literatura, el Comité de Nomenclatura de Receptores del
Club de la Serotonina en conjuncién con la Union Internacional de Clasificacion
Farmacologica (1994) clasificaron a estos receptores basandose en tres caracteristicas
fundamentales: la capacidad para unirse a ligandos (agonistas o antagonistas), la
similitud de sus secuencias genéticas y por ultimo, el mecanismo de segundos
mensajeros utilizado. Bajo estas condiciones se llegd a establecer la actual
clasificacion de siete familias denominadas de 5-HT; a 5-HT5, incluyendo un total de
14 diferentes subtipos de receptores (Barnes y Sharp, 1999). Muchos esfuerzos y
recursos se han dirigido a mejorar nuestro entendimiento de la funcion atribuible a
cada uno de los subtipos de receptores en el cerebro. Con este fin, la sintesis de una
serie de compuestos que interaccionan selectivamente con cada subtipo de receptor ha
sido fundamental, pero todavia existen ciertos subtipos de receptores como 5-HT g, 5-
HTsa y 5-HTsg que carecen de ligandos especificos.

A nivel molecular, se ha establecido que la familia de receptores
serotoninérgicos son receptores transmembrana de tipo metabolotropico que se
asocian a segundos mensajeros a través de proteinas G , aunque un miembro de la
familia, el receptor 5-HTj3, se une a canales ionicos. (Figura 1.b.)

El grupo de receptores 5-HT; estd formado por cinco subtipos, denominados
de A a F, exceptuando el 5-HT;c que en la actualidad se denomina 5-HT,c
(Humphrey et al., 1993, Hoyer et al., 1994). Esta familia de receptores presenta una
secuencia de aminoacidos con alta homologia y todos ellos se unen negativamente a
la adenilato ciclasa a través de proteinas G.

La identificacion del sitio de union de 5-HT; permiti6 el avance rapido del
conocimiento de la farmacologia y la funcion del receptor (Pedigo et al., 1951). Esto
se debid principalmente a la identificacion del agonista 8-hidroxi-2(di-n-propilamino)
tretalina (8-OH-DPAT; Arvidsson et al., 1981). Tanto el ARNm (Burnet et al., 1995;
Pasqualetti et al., 1996) como los sitios de unioén de 5-HT s (Pazos et al., 1957a;
Pompeiano et al., 1992; Joyce et al., 1993) se encontraron fundamentalmente en
estructuras limbicas como el hipocampo, la corteza, la amigdala y en las regiones del
rafe. Ademas de los estudios autoradiograficos, estudios neuroquimicos (Hjorth y
Magnusson, 1988; Hjorth y Sharp, 1991; Kreiss y Lucki, 1994, Hjorth et al., 1995),
electrofisiologicos (Sprouse v Aghajanian, 1986) y de lesiones quirurgicas (Verge et

al., 1986) indicaron que los receptores somatodendriticos 5-HT;s ejercian una
15



Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas INTRODUCCION

poderosa influencia autorreguladora sobre las neuronas serotoninérgicas, reduciendo
la transmision de neuronas serotoninérgicas y por lo tanto, la liberaciéon de 5-HT
desde los terminales nerviosos.

En 1992, Weinshank y colaboradores demostraron en el hombre la existencia
de dos subtipos de receptores 5-HTp codificados por genes diferentes, denominados
5-HTpa y 5-HTpp. En sus investigaciones, el receptor 5-HT ;g encontrado en la rata
presentaba una distribucion regional similar y una secuencia homologa en un 97% con
el receptor 5-HTpg humano; no obstante, estos dos receptores diferian en sus perfiles
farmacologicos (Adham et al., 1992; Hamblin et al., 1992). Un aminoacido diferente
en la séptima region transmembrana, una asparragina, es responsable de los diferentes
perfiles farmacologicos entre el receptor 5-HTpg humano y el homologo en roedores,
el receptor 5-HT g (Adham et al, 1992; Metcalf et al., 1992). La revision mas
reciente de la clasificacion sugiere que ambos receptores sean denominados 5-HTp,
aceptando que las caracteristicas funcionales del receptor 5-HTipg humano
predominarian y definirian al receptor, mientras que las caracteristicas farmacoldgicas
del receptor 5-HT;p de roedores serian consideradas como una diferencia entre las
especies (Hoyer y Martin, 1997). Las copias de ARNm de 5-HT)p se encuentran en
alta densidad en el nucleo estriado y nucleo del rafe dorsal, y con una densidad
intermedia en el hipocampo y en la corteza frontal, mientras que su deteccion es débil
en la hipofisis y el cerebelo (Jin et al., 1992). Los sitios de union de 5-HT,p estan
localizados con una densidad alta en el globus pallidus y la sustancia negra reticulata,
y con una densidad baja en caudado-putamen y la corteza cerebral (fiumano: Varnas
et al., 2001; roedor: Hoyer et al., 1985, Bruinvels et al., 1993, Boschert et al., 1994).
La localizacion anatomica diferente del ARNm y de la proteina del receptor en
neuronas serotoninérgicas, en combinacion con estudios de lesiones (/Waeber et al.,
1990) sugiere que los receptores 5-HTp estan localizados en los terminales axonales
de neuronas serotoninérgicas (Boschert et al., 1994), mientras que el solapamiento de
las sefiales (ARNm y proteina) en otros tipos de neuronas sugiere que su localizacion
es somatodendritica (Maura et al., 1956a). Por otra parte, la localizaciéon anatémica
del receptor 5-HT;p es consistente con la observacion de que los autorreceptores
regulan tanto la sintesis como la liberacion de 5-HT en las areas de inervacion (Engel
et al., 1986, Maura et al., 1986b; Hjorth y Tao, 1991, Hjorth et al., 1995), mientras
que los heterorreceptores modulan la liberacion de otros neurotransmisores (Maura y

Raiteri, 1986b; Johnson et al., 1992).
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La clase de receptor 5-HT, consta de 3 subtipos designados de A a C, todos
ellos positivamente unidos a la hidrélisis de fosfatidil inositol (Julius et al., 1988,
1990). El receptor 5-HT,c fue originariamente definido como 5-HT¢, pero como se
une a fosfatidil inositol y posee una secuencia de aminodcidos similar a la familia de
receptores 5-HT», fue denominado 5-HTyc (Julius et al., 1988, Mengod et al., 1990a).
La principal caracteristica que distingue los receptores 5-HT, es su afinidad por
antagonistas selectivos. Ketaserin, espiperona y MDL 100,907 muestran diferentes
grados de selectividad por 5-HT,s, mientras que SB 242084 es el antagonista
preferido para 5-HTxc (Julius et al., 1988, Kursar et al., 1992, Hoyer et al., 1994). El
ARNmM del receptor 5-HT,4 ha sido localizado en la corteza cerebral (particularmente
en la corteza parahipocampal), el hipocampo y el clastrum (fumano: Pazos et al.,
1987b, Pompeiano et al.,1994; Burnet et al., 1995; Pasqualetti et al., 1996, roedor:
Pazos et al., 19585; Julius et al., 19588, Mengod et al., 1990b) y el ARNm de 5-HT»c
en los plexos coroideos, corteza piriforme, corteza cingular, amigdala, nucleo
subtaldmico y sustancia negra (Julius et al, 1988, Hoffman vy Mezey, 1989,
Molineaux et al., 1989; Mengod et al., 1990a,; Roca et al., 1993). Ademas, los sitios
de unidn de 5-HToa¢ (Pazos et al., 1987b) se co-localizan con el ARNm de 5-HT;,
sugiriendo que estos receptores pueden ser expresados en el cuerpo neuronal.

Los receptores serotoninérgicos han sido localizados principalmente a nivel
postsinaptico, donde modulan el flujo i6nico para producir la despolarizacion
neuronal (5-HT»a, 5-HTyc, 5-HT3 'y 5-HT4), o la hiperpolarizacion neuronal (5-HT4).
Ciertos subtipos de receptores serotoninérgicos (5-HTa, 5-HT g y posiblemente 5-
HTp) estan localizados en las neuronas serotoninérgicas propiamente dichas, donde
funcionan como autorreceptores a nivel somatodendritico o de los terminales
axonales. Por el otro lado, otros receptores (5-HTa, B, 0, 5-HT24, ¢, 5-HT3 y 5-HTy)
estan ubicados en las dendritas de neuronas no serotoninérgicas, funcionando como
heterorreceptores, probablemente regulando la liberacion de otros neurotransmisores
(Barnes y Sharp, 1999, Verge y Calas, 2000).

Mas recientemente, se ha propuesto que ciertos subtipos de receptores
serotoninérgicos (5-HTza, y posiblemente 5-HT,c, 5-HTs y 5-HTes) pueden mediar
efectos postsindpticos que se extienden mas alld de la simple influencia en la
neurotransmision. Esto es, que a través de la activacion de cascadas de mecanismos

intracelulares pueden alterar la expresion génica de determinados factores que han
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sido relacionados con la modulacion de mecanismos troficos y la conectividad
neuronal (Lopez et al., 1997, Vaidya et al., 1997, Barnes y Sharp, 1999, Manji et al.,
2001).
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TRASTORNOS PSIQUIATRICOS
TRASTORNOS DEL ESTADO DEL ANIMO AFECTIVO

Los trastornos del estado de &nimo son las alteraciones psiquiétricas de mayor
prevalencia, representando el 25% de los pacientes ingresados en instituciones
publicas, el 50% de los pacientes ambulatorios de salud mental y el 10% de todos los
pacientes vistos en la practica médica en una consulta de medicina general (WWeissman

etal., 1996, Vazquez-Barquero et al., 1997).

Depresion Mavor

La depresion se define como un estado emocional en el cual existen
sentimientos extremos de tristeza, abatimiento, desaliento y vacio. La depresion esta
asociada con un comportamiento fisico-social inadecuado, un deterioro grave de las
actividades diarias y consecuentemente, un aumento en la cantidad dias de baja
laboral. Seguin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS; Greenberg et al., 1993,
Thornicroft y Sartorius, 1993; Sartorius et al., 1996; Weissman et al., 1996), el 3-5%
de la poblacién mundial presenta depresion, lo que equivale a 120-200 millones de
personas. El inicio de la depresion se produce en término medio entre los 20 y los 40
afios. La depresion mayor afecta a 1 de cada 10 espafioles en un determinado

momento de la vida (Vazquez-Barquero et al., 1997).

La depresion constituye uno de los trastornos tipicos en los que sobre una
personalidad predispuesta pueden incidir, en proporciones variables, multiples
factores: neurobioldgicos, psiquicos, socioculturales y otros. La herencia es el factor
predisponente mas importante, aunque no se sabe a ciencia cierta la forma en que se
hereda. La acumulacion familiar en muchos casos, junto a la ausencia de un marcador
genético evidente, han sugerido la hipotesis de una herencia poligénica (National
Institute of Mental Health's Genetics Workgroup, 1999). Ademas, en muchas
personas, una pérdida afectiva o un estrés severo pueden interaccionar con una
predisposicion hereditaria y precipitar el cuadro (Kendler et al., 1999). Ademas,
ciertas enfermedades pueden inducir una depresion secundaria, como es el caso en las
patologias tiroideas o en el SIDA. (Clay, 2000, Goulet et al., 2000, Bing et al., 2001;
Cheer y Goa, 2001; Ferrando y Wapenyi, 2002; Hermann et al., 2002; Sher, 2002;
Tsigos y Chrousos, 2002).
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Los cambios neuroquimicos que caracterizan la depresion han sido
identificados como alteraciones en la modulaciéon de los sistemas serotoninérgico
(Coppen, 1967, Blier y de Montigny, 1994, Mongeau et al., 1997, Lopez et al.,
1998), colinérgico (Janowsky v Overstreet, 1995), 'y catecolaminérgicos
[noradrenalina (NA; Schatzberg y Schildkraut, 1995, Mongeau et al., 1997; Manji et
al., 2001) y dopamina (DA; Coppen, 1967; Willner, 1995)]. Se cree que la via final
comin a todos los trastornos afectivos es una alteracion de la funcidon limbo-
diencefalica que implica estructuras extrapiramidales subcorticales y sus conexiones

prefrontales (Manji et al., 2000, 2001).

Las manifestaciones de los trastornos depresivos se agrupan en cuatro
conjuntos principales (DSM-/V, 1994). Por un lado existe la alteracion del estado de
animo y el afecto, donde la tristeza es el principal sintoma, frecuentemente asociado
con ansiedad, también se advierte apatia, sensacion de vacio, irritabilidad o enojo,
desinterés general y una disminucion de reactividad frente a actividades agradables o
ingratas. En otro grupo estan las alteraciones del pensamiento o del proceso cognitivo,
caracterizado por una conducta pesimista, sentimientos de culpa, indecision, pérdida
de autoestima y autoreproches, asi como la aparicion de ideas suicidas en dos tercios
de los pacientes, de los cuales el 10 al 15% presentan intentos de suicidio. En un
tercer grupo estan las alteraciones de la actividad psicomotriz, las cuales a su vez se
dividen en manifestaciones de retardo (lentitud de movimientos corporales,
disminucién de la expresion facial y falta de comunicacion y de contacto social) y
manifestaciones de agitacion (inquietud, impaciencia o hiperactividad inutil
incontrolada). Finalmente, el cuarto grupo son las manifestaciones somaticas o de los
instintos que incluyen cambios en las funciones basicas como el suefio (insomnio), el
apetito (mas frecuente la anorexia) o disminucién de la libido; cambios en la vitalidad
(cansancio) y sensaciones corporales de dolor, frio, pesadez de las extremidades, o

sintomas viscerales.

La depresion mayor es un estado de animo depresivo severo y persistente (al
menos dos semanas), con pérdida de interés o de placer en las actividades normales,
descenso de energia vital, pereza o agitacién, cambios en el suefio y/o el apetito, y
sentimientos de culpa, desesperacion o soledad que son lo suficientemente graves
como para interferir con la actividad cotidiana (DSM-/V, 1994). Si la depresion es
muy grave, puede ir acompafiada de sintomas psicoticos o de pensamientos o

conductas suicidas. Los periodos de mayor riesgo de suicidio son las fases de
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recuperacion inmediatamente consecutivas a la depresion, cuando la actividad
psicomotriz esta volviendo a la normalidad, pero el estado de animo todavia esta
abatido (Bulik et al., 1990, Mann y Arango, 1992; Malone et al., 1995; Mann et al.,
1999).

La terapia farmacologica (Nemeroff v Owens, 2002) incluye antidepresivos
triciclicos (clomipramina, imipramina, trazodona), inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS; paroxetina, fluoxetina, sertralina), inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (IRSN; venlafaxina);
inhibidores de monoamino oxidasa (IMAQO; moclobemida, fenelcina, tranilcipromina)
y algunos nuevos farmacos antidepresivos que bloquean fundamentalmente los
receptores 5-HT, e inhiben la recaptacion de 5-HT y de NA (nefazodona; Kent, 2000,
Rosenberg et al., 2000). Con el tratamiento la recuperacion suele ser evidente en el
curso de la tercera semana y alcanza su grado mas efectivo entre la cuarta y la quinta
semanas. Otros tratamientos empleados son: la terapéutica profilactica con sales de
litio, mayormente en las depresiones graves y recurrentes o en los trastornos
bipolares, y las curas de privacion de suefio (Burgess et al, 2001); la fototerapia
comunmente utilizada en las depresiones de tipo estacional. La terapéutica
electroconvulsiva esta todavia indicada en ciertas depresiones psicoticas o con graves
ideas de suicidio (McCall, 2001, Nemeroff et al., 2001, 2002). La terapia
farmacologica combinada con la psicoterapia tiene mejores resultados que cada una
de las terapias por separado (Glick et al., 2001). Ante el riesgo de suicidio se
recomienda la administraciéon conjunta de medicacion antidepresiva y ansioliticos

(Nemeroff et al., 2002).
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Trastorno Bipolar

El trastorno bipolar es una enfermedad que se caracteriza por cambios bruscos
alternantes del estado de é&nimo, de excitacion y/o irritabilidad a tristeza y
desesperacion, acompafiados de trastornos de conducta, entre los que pueden existir
periodos intercriticos de animo normal (DSM-1V, 1994).

El trastorno bipolar, también conocido como la enfermedad maniaco depresiva
(Kraepelin, 1921; DSM-1V, 1994), afecta a aproximadamente el 4 % de la poblacion
general (Weissman et al., 1996), lo que supone mas de medio millon de espafioles
adultos. La enfermedad aparece tipicamente en la adolescencia o en la etapa temprana
de la edad adulta. Los ciclos, o episodios, de depresion o mania tipicamente se repiten
y pueden llegar a ser mds frecuentes, a menudo perturbando el rendimiento laboral y
escolar, y la vida familiar y social. El trastorno bipolar estd a menudo complicado por
la co-existencia de abuso de substancias toxicas y alcohol (Dilsaver et al., 1994; Chen
y Dilsaver, 1996).

Al igual que la depresion, en cuanto a su etiologia se piensa que la herencia es
el factor predisponente mas importante (Mendlewicz y Rainer, 1974, Bertelsen et al.,
1977, Wender et al., 1986, Hyman, 1999; National Institute of Mental Health’s
Genetics Workgroup, 1999). No se sabe a ciencia cierta la forma en que se hereda,
pero puede que algunas formas de trastorno bipolar se deban a genes dominantes
(autosdmicos o ligados al cromosoma X, Berrettini et al., 1994, 1997). Se desconoce
el sustrato genético heredado, pero se cree que la via final comin a todos los
trastornos afectivos es una alteracion de la funcion limbo-diencefélica, aunque
estudios recientes abogan también por la implicacion de estructuras extrapiramidales
subcorticales y sus conexiones prefrontales (Goodwin, 1997, Rajkowska, 1997,
Soares y Mann, 1997; Benes et al., 1998; Ongur et al., 1998; Vawter et al., 2000).
Ademas, parece que existe un desequilibrio quimico entre neurotransmisores
serotoninérgicos, catecolaminérgicos (noradrenalina y dopamina) y colinérgicos
(Teoria permisiva; Bunney y Davis, 1965; Prange et al., 1974; Shiah y Yatham, 2000,
Vawter et al., 2000).

La clinica del trastorno bipolar se describe conforme a sus fases (DSM-IV,
1994). Los sintomas de la fase depresiva son similares a los de la depresion
monopolar, salvo que son mas caracteristicos la lentitud psicomotriz, la hipersomnia
y, en casos extremos, el estupor. La fase maniaca se caracteriza por una elevacion del

animo persistente y anormal (euforia) o irritabilidad acompafiada por al menos tres de
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los siguientes sintomas: exagerada autoestima, actividad mental acelerada, fuga de
ideas, incapacidad de prestar atencion, agitacion fisica, insomnio, desinhibicion de los
impulsos como el despilfarro o el acoso sexual, conductas peligrosas, y a veces,
sintomas psicoticos como delirios de grandeza o paranoides.

El riesgo de suicidio es mayor en el periodo de recuperacion inmediatamente
consecutivo a la depresion, y aumenta con el consumo de alcohol u otras drogas
(Dilsaver et al., 1994, DSM-1V, 1994, Chen y Dilsaver, 1996; Jamison, 2000;
Oquendo et al., 2000). Uno de los factores bioquimicos del suicidio parece ser la
disfuncion de la serotonina (Mann et al., 1956, 1989, 1992, 1999, 2001, Arango et al.,
1990, 2001; Ogquendo et al., 2000; Gurevich et al., 2002), siendo eficaz para
prevenirlo la profilaxis con litio (estabilizador del sistema de la serotonina; Manji et
al., 1995; Manji y Lenox, 1998; Shiah y Yatham, 2000).

En el tratamiento hay que diferenciar la fase depresiva de la fase maniaca
(DSM-1V, 1994; Nemeroff v Owens, 2002). En la depresiva se trata como una
depresion (comentado mas arriba). En la fase maniaca el farmaco de eleccion es el
haloperidol, aunque también pueden utilizarse otros neurolépticos (levomepromazina,
triperidol, tioproperazina, clotiapina, clorpromazina, tioridazina). Las sales de litio
son efectivas como terapéutica profildctica o estabilizadora del 4nimo, pero se suele
iniciar su administracion durante el episodio maniaco (DSM-1V, 1994, Manji y Lenox,
1998, Shiah y Yatham, 2000). También se sugiere como medicacion profilactica
alternativa, la administracion de farmacos anticonvulsionantes como é4cido valproico,
la carbamazepina y la gabapentina (DSM-1V, 1994, Shiah y Yatham, 2000, Mahmood
v Silverstone, 2001; Nemeroff v Owens, 2002). El tratamiento de un episodio maniaco
aislado debe continuarse por lo menos durante seis meses. A pesar del arsenal
terapéutico disponible, muchos pacientes presentan sintomas residuales (DSM-1V,

1994, Winokur et al., 1994).
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ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave de tipo psicotico
caracterizada por deformacion de la personalidad, distorsion del pensamiento, pérdida
de contacto con la realidad, sensacion de ser dominado por fuerzas extrafias, delirios,
percepcion perturbada, sentimientos afectivos anormales, autismo y conducta social
desorganizada que se mantienen por un periodo de mas de seis meses. Sin embargo, la
conciencia y la capacidad intelectual se mantienen por lo general intactas (DSM-1V

1994).

Aproximadamente un 1 % de la poblacion general desarrolla esquizofrenia
durante su vida, siendo tipica su aparicion al final de la adolescencia o al comienzo de
la edad adulta, manteniéndose a lo largo de toda la vida, y afectando a todos los
grupos étnicos y niveles sociales (Jablensky y Sartorius, 1958). Por estos motivos,
ademas de por la gravedad clinica, su problemadtica terapéutica y de rehabilitacion y
sus posibilidades evolutivas y de pronostico, la esquizofrenia supone una de las

enfermedades con mayor repercusion social.

Aun hoy se desconoce la etiologia de esta enfermedad, aunque si se puede
establecer que la esquizofrenia es una enfermedad del cerebro. Existen varias
hipotesis etiopatogénicas, unas biologicas y otras psicosociales. Entre las
concepciones bioldgicas estd la de la predisposicion genética sobre la base de una
mayor incidencia de la enfermedad en gemelos monocigotos, aunque todavia no se ha
llegado a establecer la posible ubicacion cromosomica de factores determinantes o de
susceptibilidad a la esquizofrenia (McGuffin et al., 1995, National Institute of Mental
Health’s Genetics Workgroup, 1999). Otras hipotesis bioldgicas abarcan los
trastornos de transmetilacion (Osmond y Smythies, 1952); la hipotesis dopaminérgica,
basada en la hiperactividad dopaminérgica mesolimbica debida a una alteracion de los
receptores DA y DA, (Creese et al., 1976, Seeman et al., 1976; Mackay et al., 1952;
Carlsson, 1988; Joyce y Meador-Woodruff, 1997); la hipotesis noradrenérgica,
basandose en la alteracion de las neuronas noradrenérgicas que se ha observado en
estudios postmortem de algunos pacientes (Osmond y Smythies, 1952, Stein y Wise,
1971; Wise y Stein, 1973; Hornykiewicz, 1982; Joyce, 1993); la hipoétesis
serotoninérgica, reactivada recientemente por la accion antipsicética atipica de la
clozapina, bloqueadora de los receptores 5-HT, (Gaddum, 1953, Gaddum vy
Hammeed, 1954; Woolley y Shaw, 1954, Bleich et al,. 1988, Meltzer, 1995, Kapur y
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Remington, 1996,  Arranz et al, 1998); la hipdtesis de aminodcidos
neurotransmisores: glutamato, GABA (acido gammaaminobutirico; Carlsson v
Carlsson, 1990; Lieberman y Koreen, 1993, Benes, 1995; Olney y Farber, 1995;
Meador-Woodruff v Healy, 2000) la hipodtesis de los neuropéptidos: B-endorfina
(Gulya, 1990), colecistoquininas (Kerwin et al., 1992, Lieberman y Koreen, 1993,
Weinberger, 1997), neurotensina (Lieberman y Koreen, 1993; Weinberger, 1997); la
hipétesis viriasica (Pearce, 2001; Torrey vy Yolken, 2001); y finalmente existen otras
hipotesis de caracter inmunologico (Smith, 1992) y ontogenético (Harrison, 1999a).
Entre las hipdtesis etiopatogénicas de naturaleza psicosocial nos encontramos la
psicogénética, segin la cual se debe a dificultades interpersonales en los procesos
tempranos del aprendizaje, y las hipotesis sociogenéticas que valoran los factores de
relacion familiares, psicosociales y culturales, entre otros (Kelly y Murray, 2000).

Existen seis formas clinicas en la clasificacion clasica de la esquizofrenia:
paranoide, desorganizada (hebefrenia), catatdnica, indiferenciada, simple y residual
(DSM-1V, 1994). La esquizofrenia paranoide, de aparicion tardia y propia de los
adultos, se caracteriza por la presencia de ideas delirantes y/o alucinaciones auditivas,
con conservacion relativa de la capacidad cognoscitiva, la afectividad y el lenguaje.
La esquizofrenia desorganizada se suele iniciar en la adolescencia y en adultos
jovenes, caracterizindose por lenguaje y comportamiento desorganizados y
afectividad aplanada o inapropiada con curso frecuente hacia un deterioro final. En la
esquizofrenia catatonica predominan los sintomas fisicos con actitudes de
negativismo, que pueden incluir inmovilidad, actividad motora excesiva y adopcion
de posturas extranas. En la esquizofrenia indiferenciada se observa una mezcla de
sintomas. La esquizofrenia simple suele ser de iniciacién temprana, puberal, en
principio con gran pobreza de sintomas, pero gradualmente aparecen sintomas
negativos. La esquizofrenia residual se caracteriza por manifestaciones continuas de
la enfermedad, sin cumplir los criterios de la fase activa. En una misma persona puede
haber cambios de un tipo a otro con el paso del tiempo, generalmente de la forma
paranoide a la desorganizada o indiferenciada.

Los sintomas de la esquizofrenia estan divididos en dos grupos: sintomas
positivos (productivos) y sintomas negativos (por déficit; Andreasen y Flaum, 1991,
DSM-1V, 1994). Los sintomas positivos se dividen a su vez en 1) delirios y
alucinaciones y 2) pensamiento desorganizado y, comportamiento extrafio. El delirio
consiste en una creencia erronea por una mala interpretacion de la realidad. Puede

haber alucinaciones de cualquier modalidad sensorial (auditivas, olfatorias,
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gustatorias o tactiles), aunque las auditivas son con mucho las mdas frecuentes y
caracteristicas de la esquizofrenia. Los sintomas negativos consisten en aplanamiento
afectivo, alogia (pobreza del habla), anhedonia (disminucién de la capacidad para

experimentar placer) e insociabilidad.

En algunos pacientes con esquizofrenia se presenta una reduccion de la
capacidad cognitiva, con alteracion de la atencion, del pensamiento abstracto y de la
capacidad para resolver problemas (Meneses, 1999, Williams et al, 2002). La
gravedad de la afectacion cognitiva es uno de los principales factores causantes de la
incapacidad global de estos enfermos. Los sintomas de la esquizofrenia tipicamente
acaban por producir un deterioro funcional en todas las actividades del individuo,
interfiriendo notablemente en el trabajo, las relaciones sociales y el cuidado de uno

mismo (DSM-1V, 1994).

Los criterios establecidos por el DSM-IV (/994) para diagnosticar la
esquizofrenia son los siguientes: que existan al menos 2 sintomas caracteristicos
(Criterio A) durante mas de un mes (ideas delirantes, alucinaciones, lenguaje
desorganizado, comportamiento catatdénico o sintomas negativos; y persistencia de los
signos prodromicos o residuales y alteracion de la actividad laboral o social durante
un periodo de 6 meses. Ademads se deben excluir los trastornos esquizoafectivos o del
estado de 4nimo, el consumo de sustancias u otras enfermedades intercurrentes, y la

presencia de un trastorno generalizado del desarrollo.

Los farmacos antipsicoticos, la rehabilitacion, las actividades comunitarias de
ayuda y la psicoterapia representan los tres componentes principales del tratamiento.
Los antipsicoticos o medicaciones neurolépticas son utilizadas para controlar los
sintomas de la enfermedad (DSM-1V, 1994). Estos farmacos se dividen en dos grupos
principales, clésicos y atipicos. Los neurolépticos clasicos tiene como principales
representantes al haloperidol y la clorpromacina, los cuales ejercen su accidn a través
del bloqueo de los receptores dopaminérgicos postsinapticos, principalmente el tipo
DA, (Creese et al., 1976, Seeman et al., 1976, Owen et al., 1978; Mackay et al.,
1982; Carlsson y Carlsson, 1990; Deutch et al., 1991; Joyce , 1993; Joyce et al.,
1997; Sawa y Snyder, 2002). Estan indicados para controlar los sintomas positivos,
pero suelen provocar efectos secundarios extrapiramidales, discinesia tardia o
alteraciones de la prolactina (Harrison, 1999h, 1999¢). Entre los neurolépticos
atipicos estan la clozapina, la olazanpina, la risperidona y el sertindol, los cuales

bloquean tanto los receptores de dopamina como los 5-HT, (Fink et al., 1954; Kane et
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al., 1988, Lindstrom, 1988, Honigfeld y Patin, 1989; Deutch et al., 1991, Meltzer,
1995, Sawa y Snyder, 2002). Estos farmacos son eficaces para controlar los sintomas
negativos secundarios y producen menos efectos adversos, aunque no todos tienen el
mismo perfil de efectos secundarios, asi, algunos pueden causar alteraciones
metabolicas  (olanzapina, diabetes mellitus), hematologicas  (clozapina,

agranulocitosis) o cardiacas (sertindol, elongacion del intervalo QT).
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ANTECEDENTES DEL ESTUDIO DEL SISTEMA SEROTONINERGICO EN
LAS ENFERMEDADES PSIQUIATRICAS.

La neuroquimica cerebral en los trastornos del estado de animo afectivo ha
sido extensamente explorada. Dos de los principales sistemas de neurotransmisores
implicados son el serotoninérgico (Coppen, 1967, Blier y de Montigny, 1994,
Mongeau et al., 1997, Lopez et al., 1998) y el noradrenérgico (Schatzberg v
Schildkraut, 1995; Mongeau et al., 1997; Manji et al., 2001). Gran parte de la
evidencia de la funcion de estos neurotransmisores en estas enfermedades deriva de la
psicofarmacologia (Nemeroff v Owens, 2002). La mayoria de los medicamentos que
han sido eficaces en el tratamiento de la depresion producen un aumento de la
cantidad de 5-HT y NA funcionalmente disponible en las terminales nerviosas
(Nemeroff v Owens, 2002). El principal mecanismo de accidon de la mayoria de ellos
es la inhibicion de la recaptacion presinaptica. El bloqueo presinaptico de la
recaptacion de 5-HT da lugar a mas 5-HT para estimular los receptores postsinapticos,
conduciendo en ultima instancia a una funcion mas eficaz de la 5-HT a nivel central,
aunque de manera no-selectiva respecto a los diversos tipos de receptores 5-HT
(Mongeau et al., 1997). Otros farmacos antidepresivos del tipo de la nefazodona son
mas especificos y bloquean fundamentalmente los receptores 5-HT,, inhibiendo
también la recaptacion de 5-HT y de NA (Mongeau et al., 1997, Kent, 2000,
Rosenberg et al., 2000; Nemeroff' y Owens, 2002).

Con respecto a la mania, sus bases biologicas son actualmente mal conocidas
(Vawter et al., 2000; Baumann y Bogerts, 2001; Mahmood y Silverstone, 2001). Los
principales medicamentos utilizados para disminuir los sintomas maniacos son las
sales de litio y los neurolépticos (Manji et al., 1995; Manji y Lenox, 1998, Shiah y
Yatham, 2000). Aunque el mecanismo de accion del litio es incierto, sabemos que los
antipsicoticos tienden a antagonizar las acciones de la dopamina y la serotonina
(Shiah y Yatham, 2000, Mahmood y Silverstone, 2001).

La identificacion del substrato neurobiolégico de la esquizofrenia es una de las
areas mas arduamente investigada actualmente en neurociencias (Andreasen, 1996,
Harrison, 1999a; Sawa y Snyder, 2002). La diversidad de los sintomas sugiere la
posible implicacion de diferentes regiones cerebrales corticales y subcorticales
(Weinberger et al., 1988; Weinberger, 1991; Shenton et al., 1992; Joyce, 1993;
Andreasen et al., 1994a, 1994b; Selemon et al., 1995). Los sintomas negativos se han

relacionado con la corteza prefrontal (Andreasen et al., 1994a, 1994b; Goldman-
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Rakic, 1994), mientras que los sintomas positivos se han relacionado con el
hipocampo (Barta et al., 1990; Shenton et al., 1992; Silbersweig et al., 1995,
Andreasen, 1996). Trabajos realizados en los ultimos afios han contribuido a clarificar
su neuroquimica, pero la hipotesis dopaminérgica continua siendo la teoria mas
apoyada (Creese et al., 1976; Seeman et al., 1976; Carlsson, 1988), aunque es sin
duda una simplificacion del problema real. La teoria dopaminérgica sugiere que los
sintomas de la esquizofrenia son debidos a un exceso funcional de dopamina en
determinadas regiones cerebrales (regiones limbicas, regiones del lenguaje; Seeman et
al., 1984, Crawley et al., 1986, Joyce et al., 1997). La evidencia que apoya la
hipotesis dopaminérgica deriva principalmente de estudios sobre la accién de los
neurolépticos, cuya eficacia terapéutica se debe a la habilidad para bloquear el
receptor dopaminérgico tipo 2 (Creese et al., 1976, Seeman et al., 1976; Owen et al.,
1978, Mackay et al., 1982; Carlsson y Carlsson, 1990; Deutch et al., 1991, Joyce,
1993; Joyce et al., 1997). Aunque estudios recientes con nuevos neurolépticos del
tipo de la clozapina o la risperidona, llamados “atipicos”, han advertido su capacidad
de bloquear los receptores DA, y sobre todo los receptores serotoninérgicos 5-HT2a,
logrando mejorar los sintomas negativos de los pacientes esquizofrénicos (Fink et al.,
1984, Kane et al., 1988; Lindstrom, 1988, Honigfeld y Patin, 1989; Deutch et al.,
1991; Sawa y Snyder, 2002). La implicacion del sistema serotoninérgico en la
fisiopatologia de la esquizofrenia se sugirié inicialmente en los afios cincuenta dado
que algunas drogas alucindgenas, como el LSD y la dimetiltriptamina (DMT), se
parecian estructuralmente a la serotonina e interaccionaban con los receptores 5-HT

(Gaddum, 1953; Wolley y Shaw, 1954, Gaddum y Hammeed, 1954).
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AREAS ANATOMICAS DE INTERES

HIPOCAMPO

El hipocampo es un centro incluido en el sistema limbico con citoarquitéctura
de arquicortex situado en la superficie medial del 16bulo temporal, formando un arco
en el suelo y pared medial del asta inferior del ventriculo lateral. (Figura 2.a.) Tiene
una longitud de unos cinco centimetros desde su extremo anterior en la amigdala
hasta su extremo posterior afilado cerca del rodete del cuerpo calloso. El término
formacion hipocampal es a veces usado como sinénimo de hipocampo o asta de
Ammon (cornu ammonis, CA; Carpenter y Sutin, 19§3), sin embargo la tendencia
general es a usar el término formacion hipocampal en un sentido mas amplio, en
relaciobn con sus constituyentes en etapas embrionarias, que incluye al la
circunvolucion dentada (giro dentado, GD) y subiculum, o incluso a la corteza
entorrinal (Amaral e Insausi, 1990). Por otro lado, desde un punto de vista
topografico, citoarquitectonico, hodolégico y funcional, el giro dentado esta
estrechamente relacionado con el asta de Ammon, por lo que nosotros, de acuerdo con
otros autores (Carpenter y Sutin, 1983, Amaral e Insausi, 1990; Bear et al., 1996)
consideraremos en nuestro estudio ambas estructuras. En cortes transversales la
circunvolucion dentada y el asta de Ammon estan entrelazadas. El subiculum es una
zona de transicion desde el asta de Ammon a la corteza entorrinal de la
circunvolucion parahipocdmpica. (Figura 2.b-c.)

El asta de Ammon y la circunvolucion dentada tienen tres capas, una
molecular superficial, una polimorfica profunda y entre ellas, la capa de células
granulosas en la circunvolucién dentada y la capa de células piramidales en el asta de
Ammon. El asta de Ammon se divide en cuatro areas CAl, CA2, CA3 y CA4
(Lorente de No, 1934), cada una con diferencias morfolégicas en sus células
piramidales. En el subiculum se observa la transicion citoarquitéctonica progresiva
entre el area CAl del asta de Ammon (con tres capas) y la circunvolucion
parahipocampal (con seis capas). El alveus es el equivalente a la substancia blanca
subcortical del isocortex, estd inmediatamente por debajo del revestimiento
ependimario del ventriculo lateral y contiene fibras aferentes y eferentes del
hipocampo que se unen en el borde de la cisura coroidea formando un haz llamado

fimbria del hipocampo, que a su vez se contintia con el fornix.
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Figura 2. El hipocampo. (a) El hipocampo esta situado en la superficie medial del
lobulo temporal y junto con la amigdala, en su extremo anterior, esta incluido en el
sistema limbico. (b) Microcircuitos de la formacion hipocampal, modificacion de
Bear et al., 1996. (¢) Imagen digitalizada de hibridacién in situ del hipocampo, donde
se aprecia las diferentes areas del asta de Ammon (CA), el giro dentado (GD), el
subiculum y la corteza entorrinal. (d) Rutas de las conexiones entre las diferentes
regiones del hipocampo.



Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas INTRODUCCION

Las interconexiones de la formacion hipocampal son numerosas y complejas,
tanto corticales como subcorticales (Amaral e Insausi, 1990; Mongeau et al., 1997).
Las aferencias de distintas areas cerebrales terminan a diferentes niveles de las
dendritas apicales de las células piramidales hipocampales, en las células granulares
del giro dentado, en el subiculum y en la corteza entorrinal. Las neuronas de la
circunvolucion dentada proyectan fundamentalmente a células piramidales de CA4,
cuyos axones colaterales proyectan a las células piramidales de CA1l. Las células
piramidales de CAl, a su vez, proyectan sobre el subiculum. Las eferencias de la
formacion hipocampal son tanto subcorticales como corticales. Las subcorticales se
originan del asta de Ammon y del subiculum y a través del fornix llegan al septum,
banda diagonal, hipotalamo posterior, tdlamo anterior, etc. Las eferencias corticales se
inician en la corteza entorrinal y el subiculum y son mayoritariamente reciprocas, es
decir llegan a dareas corticales que proyectan a la formacion hipocampal:
circunvolucion parahipocampal, corteza cingular, polo temporal, corteza fronto-
orbitaria, corteza prefrontal, etc. (Amaral e Insausi, 1990; Zilles, 1990, Joyce, 1993).
(Figura 2.d.)

El hipocampo ha sido relacionado con el control emocional, el aprendizaje y la
memoria, ademas de la regulacion de la funcion hipotalamica (Herman et a., 1959;
Meneses, 1999). Asi, se ha visto que la extirpacion de las partes mediales de los
l6bulos temporales produce un gran déficit de memoria. Estos pacientes son incapaces
de recordar nuevos hechos, pero los recuerdos del pasado quedan intactos. Ademas,
tanto en base a su extensa conectividad como a hallazgos anatomo-patologicos, el
hipocampo ha sido implicado en diferentes enfermedades neurologicas y
psiquiatricas, incluyendo la epilepsia, Alzheimer, depresiéon y esquizofrenia
(Weinberger, 1991, Shenton et al., 1992; Andreasen et al., 1994a,1994b; Selemon et
al., 1995; Mongeau et al., 1997).

CORTEZA PREFRONTAL

La corteza prefrontal es la region del 1obulo frontal que se localiza por delante
de las areas premotoras y motora suplementaria. La corteza prefrontal dorsolateral es
la porcidon de la convexidad de la corteza prefrontal lateral donde se encuentran las
areas 8, 9, 10 y 46 (Brodmann, 1909). (Figura 3.a.) Citoarquitectonicamente tiene
una estructura isocortical (seis capas) caracterizada por una capa granular interna

(capa IV) bien marcada. (Figura 3.b-c.) La corteza prefrontal recibe fibras aferentes
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desde otras areas corticales y numerosas estructuras del diencéfalo y mesencéfalo,
incluyendo centros limbicos. Ademas, muchas de estas conexiones son reciprocas
(Porrino y Goldman-Rakic, 1982; Takeuchi y Sano, 1983; Weinberger et al., 1988,
Albin et al., 1989; Zilles, 1990; Joyce, 1993; Smiley y Goldman-Rakic, 1996,
Rajkowska,2000).

La corteza prefrontal es una de las cortezas de asociacion multimodal del
cerebro humano. Por lo tanto, es importante en aptitudes intelectuales como la
motivacion, la resolucion de problemas, el juicio, la atencion, la memoria, la
planificacion y la eleccion apropiada de respuestas en situaciones sociales y de la
vida. Es un area envuelta en la inhibicion de la conducta y la expresividad de las
emociones (Goldman-Rakic, 1987, Andreasen et al., 1994a, 1994b; McCarthy et al.,
1994, 1996, Williams et al., 2002).

Las lesiones de la corteza prefrontal producidas por enfermedades o por
traumatismos han facilitado nuestro entendimiento de las funciones de esta corteza. El
estudio de los trastornos de la corteza prefrontal tiene un antecedente histdrico
resefiable en el caso del obrero Phineas Gage, que sobrevivid a una lesion masiva de
la corteza prefrontal a mediados del siglo diecinueve y del cual existe bibliografia
relatando los cambios de conducta que desarrollé después del accidente (Harlow,
1848, Damasio et al., 1994). A partir de estas observaciones se comenzaron a tratar
ciertas enfermedades (depresiones graves) mediante la extirpacion de porciones de la
corteza prefrontal. Los pacientes con lesiones en estas areas estan incapacitados para
iniciar o realizar acciones deliberadas, asi como de conseguir el objetivo de esas
acciones (deterioro de la capacidad de concentracion, distraccion fécil, perdida de la
iniciativa, apatia, incapacidad de tomar decisiones). Estas lesiones estan cominmente
asociadas con el desarrollo de conductas depresivas o agresivas, con euforia o
irritabilidad. La desinhibicion de ciertas conductas pueriles o sexuales también puede
ser el resultado de una lesion en la CPF, sugiriendo que esta region tiene una funcion
inhibitoria. La disfuncién de la CPF puede ser el resultado de lesiones de aferentes
subcorticales, incluyendo las fibras serotoninérgicas, resultando en una entrada
reducida de serotonina en la corteza (WWeinberger et al., 1988, Shenton et al., 1992;

Andreasen et al., 1994a,1994b; Goldman-Rakic, 1994; Selemon et al., 1995).
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Figura 3. Corteza Prefrontal. (a) Division citoaquitectonica de la corteza cerebral
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ESTUDIOS PREVIOS EN TEJIDO CEREBRAL POSTMORTEM SOBRE
RECEPTORES SEROTONINERGICOS EN ENFERMEDADES
PSIQUIATRICAS.

La mayoria de los estudios postmortem de los receptores de serotonina en el
HC o la CPF de enfermos psiquiatricos y, se han concentrado en los cambios de la
union a receptor proteicos (Hashimoto et al., 1991, Joyce et al., 1993; Laruelle et al.,
1993; Dean y Hayes, 1996, Dean et al., 1998, 1999, 2001, Barnes y Sharp, 1999),
existiendo en la actualidad solo dos trabajos sobre cambios en la expresion genética
del ARNm (Burnet et al., 1996, Lopez et al., 1998). A partir de estos estudios, nuestro
conocimiento sobre el papel de los receptores 5-HT en estos trastornos psiquiatricos
sigue siendo ambiguo. Esto puede deberse por un lado, al reciente descubrimiento de
nuevos subtipos de receptores de 5-HT (Barnes y Sharp, 1999), ya que al realizarse
los estudios con ligandos, muchos de estos receptores no habian sido caracterizados,
y para muchos de ellos atin no disponemos de ligandos especificos. Ademas, los
resultados obtenidos son a veces incongruentes. Por ejemplo, en la CPF de pacientes
esquizofrénicos, unos estudios han encontrado un incremento de sitios de unién a
receptores 5S-HT 4 (Hashimoto et al., 1991, Burnet et al., 1996), mientras otros no han
encontrado ninguna diferencia (Joyce et al., 1993, Dean et al., 1999). Es interesante
que mientras Burnet y colaboradores (/996) encontraron cambios en la unién al
receptor 5-HTs, en el mismo estudio no encontraron ninguna alteracion en los
niveles de expresion del ARNm del receptor 5-HT;5. Con respecto al receptor 5-
HT,a, los hallazgos son mas homogéneos, con la excepcion del estudio de Joyce y
colaboradores (/993), coincidiendo en la existencia de una disminucién de los sitios
de union en diferentes zonas de la CPF (Laruelle et al., 1993, Dean y Hayes, 1996;
Dean et al., 1998, 1999). Por otro lado, en la DM se ha descrito una disminucion de
los niveles de ARNm de 5-HT s en el HC y en victimas de suicidio (Mann et al.,
1986; Arango et al., 1990) un aumento de unidn al receptor 5-HT,a en la CPF,
aunque estos hallazgos difieren de otros estudios que no encuentran cambios (Arranz
et al., 1994, Stockmeier et al., 1997). Con respecto a la enfermedad bipolar, los
estudios son muy escasos (Dean et al., 2001), probablemente debido al limitado
numero de cerebros postmortem disponibles de pacientes con esta enfermedad. Por lo
que ha habido una tendencia a extrapolar los hallazgos en depresion mayor al

trastorno bipolar (Mann et al., 1956, Arango et al., 1990).
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HIBRIDACION IN SITU

A lo largo de las tltimas tres décadas, la caracterizacion molecular del sistema
nervioso central ha ido avanzando progresivamente. Una parte de este progreso ha
sido resultado del desarrollo de técnicas que han permitido la visualizacion de
sustancias neuroactivas especificas a un nivel celular. Entre los nuevos métodos
esenciales para el mapeo cerebral esta la técnica de la hibridacion in situ (HIS) para la
localizacion anatomica y cuantificacion de ARNm. Este método aprovecha Ia
formacion bidireccional del ADN y del ARN, permitiendo la formacién de hibridos
entre las moléculas de ARN en el interior del contexto anatomico original y las sondas
de secuencia complementaria de nucleotidos marcadas en el laboratorio (Gall y
Pardue, 1969, John et al., 1969; Pochet et al., 1951). El resultado es una nueva
ventana en el cerebro, mostrando una perspectiva de la maquinaria de la sintesis
proteica en las células cerebrales, dado que existe una sola molécula de ARNm por
cada polipéptido sintetizado por una neurona. (Figura 4.)

La hibridacion in situ es, como su nombre sugiere, un método de localizacion
de ARNm dentro del citoplasma de la célula, mediante la hibridacion de la secuencia
de interés a una cadena complementaria de una sonda de nucledtidos. Estas sondas
pueden ser tan pequeias como 20 a 40 pares de bases o tan grandes como hasta 1000
pares. La sensibilidad de la técnica es tal que el umbral de deteccion es de 10 a 20
copias de ARNm o ADN por célula.

Existen esencialmente cuatro tipos de sondas: sondas de oligonucledtidos,
sondas de ARN o ribosondas, sondas de ADN de cadena simple y de cadena doble.
En este estudio hicimos uso de ribosondas, con un tamafio medio de 500 a 900 pares
de bases, porque tienen la ventaja de que los hibridos del ARN-ARN son muy
termoestables y son resistentes a la digestion por ARNasas. Dichas sondas fueron
marcadas con S*° por su alta actividad y la posibilidad de detectar bajos niveles de

expresion. (Figura S.)
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Figura 4. Sintesis del ARNm y de la proteina. La transcripcion del ADN para sintetizar ARN
mensajero (ARNm) se inicia cuando la ARN polimerasa se une a un complejo de factores de
iniciacion, un conjunto especializado de factores de transcripcion unidos al ADN dentro de la region
promotora. El complejo de la ARN polimerasa forma una burbuja de transcripcion la cual se mueve a
lo largo la cadena molde de ADN para sintetizar un transcrito primario, también denominado ARN
heterogéneo (ARNhn). La unidon de factores de transcripcion proteicos a secuencias potenciadoras o
inhibidoras determina la cantidad de ARN sintetizado. El montaje o "splicing" del ARNhn produce
ARNm maduro. Los complejos ARN/proteina extraen los segmentos codificados por intrones y unen
los segmentos codificados por exones para producir ARNm. La traducciéon de ARNm produce
proteinas. Los ribosomas leen el codigo del ARNm y afaden aminoacidos (mediante ARN de
transferencia, ARNt) a la cadena proteica en crecimiento.
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Figura 5. Sintesis e hibridacion de una sonda de ARN complementario (ARNCc)

. La cadena doble de

ADN complemetario (ADNc) es sintetizada a partir d¢ ARNm. La doble cadena de ADNc es
insertada dentro de un plasmido unido a un promotor de la ARN polimerasa de un bacteridfago
(promotor 1 o 2) para asi transcribir la cadena complementaria de ADN en cadena molde de ARN

(idéntica a la cadena original de ARNm), o transcribir la cadena molde
complementario (ARNc, complementario al ARNm original). En la sintesis
cadenas se afiade nucle6tidos marcados con azufre [35] para la deteccion del
técnica de hibridacion in situ. Posteriormente, si se afiade las cadenas molde de

de ADN en ARN
de cada una de las
ARNmM mediante la
ARN marcado sobre

un tejido a estudio no se producira hibridacion, mientra que si se afiade ARNc marcado, si habra
hibridacion con el ARNm y se observara marcaje sobre una pelicula autoradiografica.
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A partir de los antecedentes expuestos, nos hemos propuesto contribuir al
mejor conocimiento de la neurobiologia de las enfermedades psiquidtricas y
concretamente al papel del sistema serotoninérgico en la depresion mayor, trastorno

bipolar y esquizofrenia.

Nuestra HIPOTESIS de trabajo parte de que el sistema serotoninérgico
desempefia un papel relevante en la fisiopatologia de los trastornos del estado del
animo afectivo y la esquizofrenia que se pueden detectar a nivel transcripcional en los

distintos subtipos de receptores de serotonina.

El OBJETIVO fundamental ha sido realizar un andlisis comparativo de la
expresion diferencial del ARNm de los receptores 5-HT 4, 5-HT;p y de 5-HT>4 en los
cerebros de los pacientes afectados con depresion mayor, trastorno bipolar y
esquizofrenia entre si y con respecto a un grupo de sujetos controles.

Este Objetivo fundamental lo hemos dividido en dos objetivos parciales:

LInvestigar la distribucion y densidad del ARNm de estos receptores relevantes
en el sistema serotoninérgico segin la patologia que sufran los pacientes en
diferentes areas del hipocampo y en la corteza prefrontal dorsolateral.

II.Comparar su nivel de expresion entre todos los grupos para hallar las posibles

diferencias que existan entre las patologias y el grupo control.

La METODOLOGIA principal que hemos utilizado es la técnica
histoquimica de la hibridacion in situ con sondas marcadas radiactivamente de los tres
receptores de serotonina en la corteza prefrontal dorsolateral y el hipocampo. Esta
técnica nos permitira poner de manifiesto la demarcacion anatomica de posibles

cambios (densidad y distribucion) en la expresion genética de estos receptores.

El INTERES del estudio.
La comparacion de la expresion de genes entre los tejidos normales y los
enfermos va a permitir:
I. Un mejor conocimiento a nivel molecular y anatomico de los genes
implicados. Concretamente en el trastorno bipolar donde la escasez de datos

referentes a la base fisiopatoldgica son realmente escasos.
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II.

I1I.

IV.

Caracterizar molecularmente factores diferenciadores caracteristicos de cada
enfermedad.

Ampliar el conocimiento del receptor serotoninérgico 5-HT ;g post-sinaptico y
su posible contribucion en la fisiopatologia de las enfermedades psiquiatricas
en estudio.

Contribuir a la busqueda de tratamientos mas eficaces en la prevencion y

control de estas enfermedades.
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SUJETOS

Hemos utilizado un total de sesenta cerebros procedentes de la Stanley
Foundation Neuropathology Consortium. Los cerebros estaban divididos en cuatro
grupos de 15 sujetos cada uno con diagnostico de esquizofrenia, trastorno bipolar,
depresiéon mayor sin rasgos psicoticos y un grupo de control (sin antecedentes de

enfermedad psiquiatrica o neuroldgica) respectivamente.

Las muestras se emparejaron por edad, género, origen étnico, lado del cerebro,
intervalo postmortem (IPM) y pH del cerebro en el momento de la autopsia. (Tabla
1.) Todos los sujetos tenian edades por debajo de los 65 afios para evitar la
comorbilidad de un mayor numero de enfermedades neurologicas. Las caracteristicas
demograficas y clinicas para cada sujeto fueron determinadas exhaustivamente a
través de los historiales clinicos de los pacientes y mediante entrevistas con los
familiares, de donde se obtuvo informacion sobre la fecha de nacimiento, nivel
educacional, historia laboral, historia familiar de enfermedades psiquiatricas graves,
hospitalizaciones psiquiatricas, medicacion en el momento del fallecimiento, consumo
de alcohol o drogas y una estimacion del conocimiento que tenia el paciente sobre su
propia enfermedad. (Tabla 2.) Esta informacion se recogid en una base de datos a
partir de la cual dos psiquiatras experimentados e independientes establecen el

diagnostico de cada sujeto de acuerdo con el DSM-IV (/994).

En cada cerebro, los dos hemisferios fueron separados. Uno de ellos fue fijado
en formalina (10%), mientras que el otro se cortd en secciones coronales de 1,5 cm y
congelado en una mezcla de isopentano y hielo seco. Ambos hemisferios fueron
alternativamente separados al azar para dichos procedimientos. En este momento del
procesamiento, los cerebros fueron estudiados histopatologicamente para descartar la
presencia de la enfermedad de Alzheimer u otras patologias cerebrales y verificar la
calidad del ARNm. Se pudo establecer que el mejor predictor de la calidad del ARNm
es el pH, como medida del estado agdnico del paciente en el momento de la muerte, y
no el IPM, como es costumbre en la literatura. Para una descripcion detallada de la
seleccion de sujetos, de los métodos diagnosticos y el manejo del tejido seguido por la

Stanley Foundation ver Torrey y colaboradores (2000).
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Control D;E;;Zifn Tll;?ls)::;;l;o Esquizofrenia
Edad 48.1 (29-68) 46.4 (30-65) 42.3 (25-61) 44.2 (25-62)
Sexo 9H, 6M 9H, 6M 9H, 6M 9H, 6M
Raza 14C, 1AA 15C 14C, 1AA 13C, 2A
IPM (h) 23.7 (8-42) 27.5 (7-47) 32.5 (13-62) 33.7 (12-61)
Calidad ARNm 12A, 2B, 1C 11A, 2B, 2C 13A, 2B 10A, 2B, 3C
pH 6.3 (5.8-6.6) 6.2 (5.6-6.5) 6.2 (5.8-6.5) 6.1 (5.8-6.6)
Lado cerebral 7D, 81 6D, 91 8D, 71 6D, 91

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras
Neuropatoldgico de la Fundacion Stanley. Abreviaturas: IPM = intervalo postmortem;
H = hombre; M = mujer; C = caucasico; AA = afroamericano; A = excelente; B =
bueno; C = aceptable; D = derecho; I = izquierdo.

de los pacientes

del Consorcio

Depresion Trastorno . .
Control Mayor Bipolar Esquizofrenia

Causa de la muerte
Suicida 0 7 8 4
Cardiopulmonar 13 7 4 8
Accidente 2 0 1 2
Historia de psicosis 0 0 11 15
Exposicion a

AP 0 0 12 14
antipsicoticos
Abuso o
dependencia a
alcohol/ drogas 0 3 4 3
actual
Abuso o
dependencia a
alcohol/ drogas 2 ! 3 3
pasado
Exposicién a
Antidepresivos 0 ? 8 4

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes del Consorcio Neuropatoldgico de la

Fundacion Stanley.
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Los cerebros congelados en fresco fueron seccionados frontalmente (14um)
con un criostato, montados sobre portaobjetos y almacenados a -80°C hasta el
momento de su estudio. Las areas estudiadas fueron la corteza prefrontal dorsolateral
y el lobulo temporal medial, el cual contiene el hipocampo. Todos los grupos
diagnodsticos fueron tratados simultdneamente para cada sonda en secciones del
mismo area anatomica. Todos los experimentos de hibridacion in situ y el anélisis de

imagen fueron realizados sin conocer al diagnostico de los sujetos.
HIBRIDACION IN SITU
Sintesis de las ribosondas marcadas con *°S

Las hibridaciones con 5-HT;a, 5-HT;g y 5-HT,a fueron realizadas usando
sondas humanas especificas de ARN complementario (ARNc). (Tabla 3.) El ADNc
5-HT;a (National Center for Biotechnology GenBank numero de acceso: M83181,
region codificante de nucledtidos: 948-1691) fue generosamente donado por
Dr.Robert J. Lefkowitz (Duke University Medical Center, Durham, North Carolina;
Fargin et al., 1988; Burnet et al., 1995), el de 5-HT g (D10995, 865-1390) por Dr.
Brian F O'Dowd (University of Toronto, Ontario, Canada; Jin et al., 1992), y el de 5-
HT,a [XM 007123, 300 pares de bases (PB), region no transcribible (UTR) 5° + 1-
575] por Dr. Mark W. Hamblin (University of Washington, WA, USA). Estas sondas
no tienen regiones con homologia significativa con otros receptores asociados a

proteinas G o con ninglin gen que aparezca en la genoteca “GenBank™.

Tamaiio Enzimas para la Enzimas para
Numero o Linearizacion/ la
L. . del Localizacion . .. . s
Plasmido | Especie | de acceso . . Vector Transcripcion Linearizaciéon/
inserto del inserto . s
Gen Bank | ,pNe Cadena Transcripcién
Complementaria | Cadena Molde
5-HT, Humano M83181 743 948-1691 PGEM3Z HIND3 / T7 BAMHI1 / SP6
5-HT 3 Humano D10995 525 865-1390 BSSK XHO1/T3 SST1/T7
300PB
5-HT,4 Humano | XM_007123 875 5’UTR BSSK ECOR1/T7 HIND3 /T3
+1-575

Tabla 3. Caracteristicas moleculares de los receptores de serotonina.
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Las ribosondas fueron generadas mediante la incubacion de plasmidos
linearizados durante 2 horas a 37°C en una soluciéon compuesta por: 5x solucioén
tampon de transcripeion, [>> S] UTP y [ S] CTP, 150 uM ATP y GTP, 12.5 mM
ditiotreitol (DTT), 20 unidades (U) de inhibidor de ARNasa, 6 U de la
correspondiente polimerasa de ARN (T3 o T7 segun la sonda). Al final de la reaccion
de trascripcion se le anadio 1 pl de ADNasa I durante 15 minutos a temperatura
ambiental para eliminar el plasmido de ADN. La sonda ARNc marcada fue entonces
purificada de los nucledtidos libres usando una columna de gel de Sephadex G50/50
equilibrada en una solucion tampon de Tris (100 mM Tris-HCI, 12.5 mM EDTA, pH
8.0, 150mM NaCl, y 0.2% SDS). Finalmente, se afiadi6 DTT a una concentracion
0.01 M. El marcaje con >°S ha sido ampliamente usado en biologia molecular, es mas
sensible que otros tipos de marcaje de adquisicion mas reciente y permite la
visualizacion relativamente rapida (en comparacion con otras sondas radiactivas) y

especifica de la sefial de hibridacion.

La técnica de hibridacion in situ usada en estos experimentos ha sido descrita
en detalle previamente (Watson et al., 1988, Lopez-Figueroa et al., 2000, Norton et
al., 2002). Las secciones de cerebro se montaron en portaobjetos y se conservaron a —
80°C hasta su procesamiento. Se utilizaron tres secciones de cada area por sujeto. Tras
fijarlas por inmersion en paraformaldehido 4% durante una hora, se lavaron dos veces
en 2x citrato salino estandar (standard saline citrate —SSC; 0.3 mmol/L NaCl, 0.03
mmol/L citrato sédico, pH 7.2), donde los cationes monovalentes interaccionan
principalmente con los grupos fosfatos de los acidos nucleicos, disminuyendo las
interacciones electroestaticas entre las dos cadenas. Seguidamente fueron incubadas
en una solucion de anhidrido acético (0.25%) en trietanolamina (0.1 M, pH 8) durante
10 minutos a temperatura ambiental para lograr acetilar los grupos amino en el tejido

y asi reducir la union electrostatica de las sondas a la seccion.

Las secciones fueron aclaradas en agua destilada y deshidratadas a través de
gradientes de alcohol de forma creciente. Las secciones fueron secadas al aire, y
cubiertas con la sonda ARNc marcada con [*°S] disuelta en un tampon de hibridacion
(50% formamida [reduce la estabilidad térmica de los enlaces, permitiendo que la
hibridacién ocurra a una menor temperatura], 10% sulfato dextrano, 3x SSC, 50 mM
tampon fosfato sodico pH 7.4, 1x solucion de Denhardt, 0.1 mg/ml ARNt de levadura
y 10 mM ditiotreitol) produciendo una concentracién final de 3x10° dpm

(desintegraciones por minuto) / 220 pl. Las secciones fueron puestas en una caja

46



Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas MATERIAL Y METODOS

sellada y con papel de filtro saturado con 50% solucion tampdn de formamida durante

una noche en una incubadora a 55°C.

El dia siguiente, se lavaron las secciones con concentraciones decrecientes de
sales para eliminar las sondas no hibridadas y reducir el ruido de fondo. Las cubiertas
de vidrio fueron retiradas y las secciones fueron enjuagadas dos veces en 2x SSC
durante 5 minutos a temperatura ambiente, incubadas durante 1 hora en ARNasa A
(200 pg/ml en tampon Tris 10 mM, que contiene 0.5 M NaCl, pH 8.0) a 37°C.
Posteriormente fueron lavadas en soluciones de SSC con gradientes de concentracion
decrecientes, 2%, 1x y 0.5%, seguido de un lavado de 1 hora en 0.1x SSC a 65°C.
Después de enjuagar en agua destilada, las secciones fueron deshidratadas usando
gradientes crecientes de alcohol, secadas al aire y expuestas a una pelicula
autoradiografica Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) por al menos

cuatro semanas.

Los estudios de control de la hibridacion in situ se realizaron pretratando el
tejido con ARNasa A (200 mediante pg/ml) durante 1 hora previa a la hibridacién, o
utilizando ribosondas molde sintetizadas a partir del mismo inserto de plasmido. La

sefial observada en ambos casos no se diferencid del ruido de fondo.

Para evitar variaciones en la intensidad de la sefial debidas a diferencias
individuales en el protocolo de hibridacién, las muestras correspondientes a cada area
anatomica de los 60 sujetos fueron procesadas simultineamente para cada sonda.
Tanto el procesamiento como el andlisis de imagen fueron realizados sin conocer el

diagnostico de los sujetos.

ANALISIS DE IMAGEN

Se realiz6 un analisis densitométrico semicuantitativo de los autoradiogramas
usando el sistema de andlisis de imagenes MCID (Microcomputer Imaging Device;
Imaging Research Inc., Ontario, Canada) tras capturar las imagenes con una cdmara
CCD (TM-745, Pulnix, USA). Las iméagenes fueron digitalizadas bajo un tiempo de

exposicion, ganancia y compensacion constantes.

Las regiones hipocampales analizadas en este estudio fueron el asta de

Ammon (CA1, CA2, CA4) y el giro dentado. Las regiones fueron identificadas segin
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patrones morfologicos macroscopicos y microscopicos. No fue posible realizar una
identificacion precisa de la region CA3 en todos los sujetos del estudio, por lo que se
excluyo en el andlisis estadistico ulterior. Debemos matizar que no todas las muestras
correspondian al mismo nivel antero-posterior del l6bulo temporal, por lo que la
extension de cada una de las regiones hipocampales variaba ligeramente de unos
sujetos a otros. Los valores numéricos individuales de intensidad de sefial vienen
dados por el producto DOIxA, donde DOI es la densidad Optica integrada (intensidad
optica media de la sefal) y A es el area de la sefal por encima de la sefal de fondo.
En el hipocampo, el ruido de fondo esta calculado como la media de todos los pixeles
con la minima densidad Optica dentro de un area carente de sefial. La sefal esta
definida como 3.5x desviaciones estandares por encima del ruido de fondo. (Figura
6.a.)

En el andlisis de la corteza prefrontal dorsolateral, para evitar la inclusion de
areas marginales, se tomaron muestras de la circunvolucion frontal media y de ambos
labios de la cisura frontal superior (areas 9 y 46 de Brodmann) y se disefio un sistema
compartimental de bandas densitométricas entre la superficie pial y la sustancia
blanca, independiente para cada sonda y utilizando las herramientas del programa
MCID. (Figura 6.b.) El patrén de bandas de cada sonda se estableci6 colocando una
plantilla estdindar sobre la corteza y determinando, por andlisis visual y
computarizado, el patron basico de distribucion de marcaje. Para 5-HT;5 se
consideraron cuatro bandas (de B1 a B4) y para 5-HT>x tres bandas (de B1 a B3). La
denominacién por bandas se ajusta a los de estudios previos que han delimitado la
expresion del ARNm del receptor 5-HT) 4 a neuronas piramidales de las capas 11 y III,
la capa granular externa y la capa piramidal externa, respectivamente (Burnet et al.,
1995; Pasqualetti et al., 1996), donde la banda B1 corresponde aproximadamente a la
capa II, la B2 a la capa III, B3 a la capa IV y por ultimo, la banda B4 a una delgada
lamina en la capa V/VI. Asimismo la distribucion del ARNm del receptor 5-HT»4 es
similar a la obtenida en estudios previos, en los cuales se encontr6 que la mayor
expresion se correspondia a la capa cortical III (capa piramidal externa) y a la capa V
(capa piramidal interna), con una expresion mas intensa en la capa V (Burnet et al.,
1995, Pasqualetti et al., 1996), donde B1 corresponde a las capas I-IV, la banda B2

corresponde aproximadamente a la capa V y B3 a la capa VI.
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Figura 6. Analisis de imagenes de hibridacion in situ con el programa MCID. (a) El analisis
de las secciones del hipocampo se realizd con moldes estindares para cada una de las
regiones analizadas y se obtuvieron valores de densidad, area y densidad por area. (b) El
analisis de las secciones de la corteza prefrontal se realizd mediante un sistema
compartimental de bandas densitométricas entre la superficie pial y la sustancia blanca. El
patron de bandas se establecid colocando una plantilla estandar sobre la corteza y
determinando, por andlisis visual y computarizado, el patréon basico de distribucion de
marcaje. En el analisis cortical se obtuvieron valores de densidad.
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Los resultados del anélisis se expresan como densidad Optica integrada (DOI),
la cual representa el valor de densidad Optica media menos el ruido de fondo
(densidad Optica en sustancia blanca) en un area seleccionada. Para cada sujeto y cada

receptor se analizaron tres secciones y en cada una de ellas, dos campos.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como medias £+ SEM (error estandar). Para cada
receptor se cuantificaron tres secciones por sujeto en 15 sujetos por grupo. En este
estudio se utilizé el programa estadistico Statview (SAS Institute Inc., Cary, North
Carolina, USA. 2002). El andlisis estadistico fue realizado para cada sonda y cada
region mediante “two-way” (de dos vias) andlisis de varianza (ANOVA) con dos
variables independientes, diagnostico y area (Ej. CA1) en el hipocampo, o diagndstico
y banda (Ej. B1) en la corteza prefrontal. Los andlisis post-hoc fueron realizados
mediante el test de Scheffe para N observaciones. Los valores con p< 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. No hubo asociacion entre los niveles de
expresion de ARNm y la edad de las personas, la edad de aparicion de la enfermedad,

el intervalo postmortem o el pH del cerebro.
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DISTRIBUCION ANATOMICA DE LOS RECEPTORES
SEROTONINERGICOS EN CEREBROS NORMALES

ARNm de 5-HT ;4

Como comentamos en Material y Métodos, el analisis densitométrico de la
distribucion de ARNm de 5-HT;s en la corteza prefrontal dorsolateral humana
muestra un patrén en 4 bandas, B1 que corresponde aproximadamente a la capa II, B2
a la capa III, B3 a la capa IV y B4 a una lamina delgada en la capa V/VI. (Figuras
7.1.ay 7.11.a.) En el grupo control, el marcaje més intenso se encuentra sobre todo en
la banda B1, es menor en las bandas B2 (aproximadamente la mitad de Bl) y B4
(aproximadamente la cuarta parte de B1), y el mas débil se encuentra en la banda B3
(aproximadamente la décima parte de B1). (Figuras 8.a.)

En el hipocampo, el ARNm del 5-HT)4 estd presente en todas las subregiones
estudiadas (CA1, CA2, CA4 y GD; Figura 9.a), con los niveles més altos en la region
CA1, seguido de CA2 y GD (su intensidad de marcaje es aproximadamente la mitad
de CA1l), y con la expresion mas débil en la region CA4 (aproximadamente la décima
parte de CAl). (Figura 10.a.) El hecho de que el patron de marcaje forme una banda
central bien delimitada a lo largo del CA y del GD, mientras que la parte profunda y
superficial son negativas, indica que expresion del mensajero estd restringida al

estrato piramidal de CA y al estrato granular del GD. (Figura 2.b-c.)

ARNm de 5-HT;

En la corteza prefrontal dorsolateral no fue posible detectar una sefial de
expresion del ARNm para este receptor distinguible del ruido de fondo.

En el HC, aunque la expresion del ARNm del receptor 5-HT es baja, la sefial
estd consistentemente por encima del ruido de fondo, y por lo tanto fue posible
cuantificarla. (Figura 9.b.) Los niveles de transcripciones del receptor 5-HTz son
mas altos en el GD y CAl, y mas bajos (aproximadamente un tercio de lo niveles del

GDy CAl) en CA2 y CA4. (Figura 10.b.)
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ARNm de 5-HT>4

En la corteza prefrontal dorsolateral, la expresion del mensajero de 5-HT;4 es
tan robusta como la del 5-HT A, pero mostrando un patrén laminar diferente. (Figuras
7.Lb y 7.1Lb.) La mayor expresion se encuentra en la banda B2, con una intensidad
de expresion intermedia en las bandas B1 (aproximadamente el 60 % del marcaje de
B2) y con menor intensidad en B3 (aproximadamente el 35% de B2). (Figura 8.b.)

En el HC, el ARNm de 5-HTa también presenta un marcaje muy solido, con
la mayor intensidad en la region CA1, disminuye considerablemente en las areas CA2
y GD (una intensidad de marcaje aproximadamente la mitad de CA1) y es minimo en

el area CA4 (aproximadamente la décima parte). (Figuras 9.c y 10.c.)

EXPRESION DE LOS RECEPTORES EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE
PACIENTES

Corteza prefrontal dorsolateral.

En la corteza prefrontal dorsolateral, el patron morfolégico de distribucion
laminar de marcaje de ARNm de los receptores 5-HT;p y 5-HT;a no mostrd
diferencias entre el grupo control y los tres grupos de pacientes. Es decir, para 5-HT 5
el marcaje siguid siendo mas intenso en B1, seguido de B2, B4 y por ultimo B3, y
para 5-HT,a el mas intenso fue B2, seguido de B1 y por ultimo B3. Sin embargo, el
analisis cuantitativo mostré diferencias en la intensidad de marcaje entre los grupos.
(Figuras 7 y 8.)La expresion del ARNm de 5-HT4 fue significativamente diferente
segun el diagnostico (F = 7.25, df = 3,208, p < 0.0001). El analisis post-hoc mostro
que en el grupo con depresion mayor era significativamente menor que en el grupo
control (p = 0.036) y que en el grupo con esquizofrenia (p = 0.007). (Figura 8.a.;
Tabla 4.)

La expresion del ARNm de 5-HT,4 también mostro diferencias significativas
segun el diagnostico (F = 4.84, df = 3,154, p < 0.003). El analisis post-hoc desvelo
que en los pacientes con trastorno bipolar la expresion de mensajero era
significativamente mas baja que en el grupo control (p = 0.034) y que en el grupo con

depresion mayor (p = 0.007). (Figura 8.b.; Tabla 4.)
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En ninguno de los casos se hall6 una diferencia significativa en la interaccion
entre los diagndsticos y las bandas analizadas en la corteza prefrontal dorsolateral.
Tanto el receptor 5-HT 4 (F = 1.265, df = 3,208, p < 0.25), como el receptor 5-HT74
(F=0.925, df = 3,252, p < 0.52) no mostraron diferencias significativas. Esto supone
que ninguna de las bandas corticales por separado establecia la diferencia entre los
grupos, sino que el conjunto de todas las bandas diferenciaba al grupo que presentaba
una modificacion en la expresion del ARNm de cada receptor con relacion a los otros

grupos.

Hipocampo

En el hipocampo, al igual que describimos en la corteza prefrontal para el
patron laminar de 5-HT ;4 y 5-HT2a, el patron morfologico de distribucion regional de
expresion de ARNm de los receptores 5-HTa, 5-HT 5y 5-HT,4 no mostré diferencias
entre el grupo control y los tres grupos de pacientes. Es decir, para 5-HT) 4 el marcaje
sigui6 siendo mas intenso en CAl, seguido de CA2 y GD y por ultimo CA4; para 5-
HTg, mas intenso en CA1l y GD que en CA2 y CA4, y para 5-HTza, el més intenso
fue CAIl, seguido de CA2 y GD y por ultimo CA4. Sin embargo, el andlisis
cuantitativo mostré diferencias en la intensidad de marcaje para los tres receptores en
funcioén del diagnostico. (Figuras 9 y 10.)

La expresion del ARNm del receptor 5-HT;, fue significativamente diferente
entre los grupos (F =3.021, df = 3,175, p < 0.031). El andlisis post-hoc revelo que ésta
diferencia era debida a los pacientes con depresion mayor, los cuales tenian una
expresion significativamente menor que los del grupo control (p = 0.018). (Figura
10.a.; Tabla 4.)

En la expresion del ARNm de 5-HT)5 también se observaron cambios segtn el
diagnostico (F = 6.98, df = 3,200, p < 0.0002). El andlisis post-hoc mostré que el
grupo con trastorno bipolar diferia significativamente de los sujetos sanos (p = 0.031)
y del grupo con depresion mayor (p = 0.006). Hubo una tendencia del grupo con
diagnoéstico de esquizofrenia a diferir del grupo de control (p = 0.077), y una
diferencia significativa con respecto al grupo con depresion mayor (p = 0.017). Los
niveles del ARNm de 5-HT;p eran mas elevados en los grupos con trastorno bipolar y
con esquizofrenia que los otros dos grupos en estudio. (Figura 10.b.; Tabla 4.)

La expresion del ARNm de 5-HT,a también mostré un cambio significativo

debido principalmente al diagndstico (F = 5.358, df = 3,204, p < 0.014). El andlisis
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post-hoc revel6 que los niveles del ARNm de 5-HT,s eran significativamente
inferiores en los pacientes esquizofrénicos (p = 0.003) y en los pacientes bipolares (p
= 0.043) comparandolos con los pacientes del grupo de control. (Figura 10.c.; Tabla
4.)

En ninguno de los casos se hall6 una diferencia significativa en la interaccion
entre los diagnosticos y las regiones analizadas en el hipocampo. En este paradigma,
la expresion del receptor 5-HT;5 (F = 0.871, df = 3,175, p < 0.55), como la del 5-
HT;p (F = 1.024, df = 3,200, p < 0.42), asi como la del 5-HT,4 (F = 0.871, df = 3,204,
p < 0.55) no fueron significativamente diferentes. Esto supone que ninguna de las
areas hipocampales por separado establecia una diferencia significativa entre los
grupos, sino que el conjunto de todas las areas diferenciaba al grupo que presentaba
una modificacidon en la expresion del ARNm de cada receptor en relacion con los

otros grupos.

Corteza Prefrontal Hipocampo
Depresion Mayor | 5-HTa | 5-HTa
1 5-HTs
Trastorno Bipolar | 5-HTsa
| 5-HT24
1 5-HTip
Esquizofrenia >
| 5-HT24

Tabla 4. Resumen de resultados. Comparacion de los grupos psiquiatricos con el

grupo control.
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a 5-HTiA

b 5-HT2A

Figura 7. Imagenes digitalizadas de experimentos de hibridacion in situ comparando los
niveles de ARNm de receptores de serotonina en la corteza prefrontal dorsolateral
(CPFDL). I: Distribuciéon densitométrica por bandas de los receptores serotoninérgicos. (a)
ARNm de 5-HTia; (b) ARNm de 5-HT2A. Barra de escala = 5 mm. Ampliacion: 12x.
II: Comparaciéon entre los grupos a estudio. (a) Expresion del ARNm de 5-HTia; (b)
Expresion del ARNm de 5-HT2A. Barra de escala = 10mm. Abreviaciones: CON = control;
DM = depresion mayor; TBP = trastorno bipolar; EQZ = esquizofrenia; B = banda; SB =
sustancia blanca.
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Figura 8. Niveles del ARNm de receptores de serotonina en la corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL) en la depresion mayor (DM), el trastorno bipolar (TBP), la
esquizofrenia (EQZ) y el grupo control (CON). (a) La expresion del ARNm de 5-
HT1A es significativamente diferente seglin el diagnostico (p<0.05), debido a que
el grupo con depresion mayor tiene niveles mas bajos de expresion que en el
grupo control. (b) La expresion del ARNm de 5-HT2A muestra diferencias
significativas segun el diagndstico (p<0.05), debido a que el grupo con trastorno
bipolar tiene niveles mas bajos de expresion que en el grupo control. Los datos
son expresados como la media £ EMS (n=15 por grupo). Abreviaciones: B =
banda; DOI = Densidad Optica Integrada; EMS = error medio estandar.
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Figura 9. Imagenes digitalizadas de experimentos de hibridacion in situ comparando los niveles de ARNm
de receptores de serotonina en el hipocampo (HC). El tejido procede de pacientes con depresion mayor
(DM), trastorno bipolar (TBP), esquizofrenia (EQZ) y sujetos normales (CON). (a) Expresion del ARNm
de 5-HT1a; (b) Expresion del ARNm de 5-HT1B; (¢) Expresion del ARNm de 5-HT2A. Abreviaturas: CA =
areas del asta de Ammon; GD = giro dentado. Barra de escala = 5 mm.
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Figura 10. Histograma de barras
que ilustra los niveles de
expresion de ARNm de los
receptores de serotonina en
regiones  hipocampales  de
pacientes con depresion mayor
(DM), trastorno bipolar (TBP),
esquizofrenia (EQZ) y el grupo
control (CON). (a) La expresion
del ARNm del receptor 5-HT1A es
significativamente diferente entre
los grupos (p<0.05), debido a que
el grupo con depresiéon mayor
tiene niveles mas bajos de
expresion que en el grupo control.
(b) La expresion del ARNm de
5-HT1B es significativamente
diferente segun el diagnostico
(p<0.05), debido al mayor nivel de
expresion del grupo con trastorno
bipolar con respecto al grupo
control (p<0.05). El analisis post-
hoc también muestra que el grupo
EQZ tiene una tendencia en la
misma direccion (p=0.077). (¢) La
expresion del ARNm de 5-HT2a
es significativamente diferente
segun el diagndstico (p<0.05),
debido a que los grupos con
trastorno bipolar y esquizofrenia
tienen niveles mas bajos de
expresion que en el grupo control.
Los datos son expresados como la
media £+ EMS (n=15 por grupo).
Abreviaciones: DxA = Densidad
multiplicada por el Area; CA =
areas del asta de Ammon; GD =
giro dentado; EMS = error medio
estandar.
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El presente estudio es el primero en el que se analiza la expresion diferencial
del ARNm de receptores de serotonina en tres grupos de pacientes con patologia

psiquiatrica y un grupo control.

CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Los estudios neurobiologicos llevados a cabo en pacientes con alteraciones de
caracter afectivo o con esquizofrenia han puesto en evidencia la importancia del
sistema serotoninérgico en este tipo de enfermedades. Sin embargo, el estudio de los
aspectos neuroanatomicos y de interaccion con otros sistemas que tienen lugar en el
cerebro de pacientes que han sufrido estas patologias, han estado limitados. Uno de
los principales problemas en este tipo de estudios son los de caracter ético y también,
la escasez del nimero de donantes. Este trabajo pone en evidencia que estos cambios
son también observados a nivel molecular en pacientes que han sufrido depresion
mayor, trastorno bipolar y esquizofrenia.

Comparacion entre la hibridacion in situ y los estudios de unién a ligandos.

Como comentamos en la introduccidon, aunque se ha realizado estudios con
inmunohistoquimia en roedores (Francis et al., 1992; Morilak et al., 1993), la mayor
parte de estudios sobre receptores serotoninérgicos en cerebros humanos han sido
realizados con técnicas de union a ligandos, y se han centrado en su distribucion en el
cerebro normal o la comparacion con una patologia aislada (Barnes vy Sharp, 1999).
En nuestro caso hemos comparado diferentes patologias utilizando HIS. Al comparar
ambas técnicas podemos ver que cada una nos ofrece informacidén sobre aspectos
diferentes del sistema que deben ser tenidas en cuenta. Entre las ventajas de la HIS se
encuentra su especificidad, en cuanto usamos sondas disefiadas contra un receptor
especifico, que permite la visualizacion de las copias de ARNm a nivel somatico,
proporcionando informacion sobre la célula que lo sintetiza y los cambios en los
niveles de transcripcion de los receptores respectivos. En cambio, aunque la unioén a
ligandos no es tan especifica, ya que la mayoria de las veces se pueden unir a
diferentes subtipos de receptores, y no nos proporciona datos sobre la localizacion
anatomica (presindptica o postsinaptica) ni sobre cambios a nivel transcripcional, su
ventaja es que al detectar los sitios de gran afinidad del ligando nos permite estudiar
cambios en la expresion proteica de estos receptores o/y en su actividad biologica.

Asi, el analisis conjunto de ambas técnicas aporta datos sobre la compartimentacion
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de los receptores en la neurona, de tal forma que la superposicion de las sefiales indica
la localizacion somatodendritica de los receptores, como ha sido descrito en roedores
por Miquel et al. (/992) para 5-HT;, mientras que la ausencia de co-localizacion
sugiere que los receptores se encuentran en los axones, como ha sido también descrito
en la rata por Boschert et al. (/994) para 5-HT;g. Por todo esto, los estudios de
hibridacién in situ que se presentan aqui aportan una informacion fundamental
complementaria a los ya existentes con autoradiografia de ligandos, con la ventaja

afladida de que se comparan simultdneamente diferentes patologias psiquiatricas.

DISTRIBUCION ANATOMICA DE LOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Nuestro patron de marcaje para ARNm del 5-HT5 en la corteza prefrontal
muestra una distribucion en 4 bandas, B1 que corresponde aproximadamente a la capa
II, B2 a la capa III, B3 a la capa IV y B4 a una lamina delgada en la capa V/VI. El
marcaje mas intenso se observo en la banda B1, seguido por las bandas B2 y B4, y el
mas débil en la banda B3. En el hipocampo, todas las subregiones estudiadas
mostraron marcaje, con los niveles mas altos en CAl, seguido de CA2 y GD, y con la
expresion mas débil en la region CA4. Como ya se apuntd anteriormente, estudios
previos (Burnet et al., 1995, Pasqualetti et al., 1996) han descrito que el ARNm del
5-HTja en la corteza prefrontal humana se encuentra sobre todo las capas II y III
(capa granular externa y la piramidal externa, respectivamente) y en el hipocampo, en
todas las subregiones, con los niveles mas altos en el area CA1 (Burnet et al., 1995).
Estos estudios permitieron localizar el ARN mensajero en células piramidales tanto de
la corteza prefrontal como del asta de Ammon y en las células granulares del GD,
mientras que las cé€lulas gliales carecen de expresion. Aunque en nuestro trabajo, no
se realizaron estudios de doble marcaje para establecer el tipo celular que mostraba el
marcaje, el hecho de que en la corteza prefrontal mostrara un patrén laminar similar, y
que en el hipocampo se marcara solo el estrato piramidal del Asta de Ammon y el
granular del giro dentado, sugiere que se trate de los mismos tipos celulares. Asi
mismo, la similitud entre nuestro patrén de expresion del ARNm con el de los
estudios de union a proteinas (Pazos et al., 1987a; Pompeiano et al., 1992; Joyce et

al., 1993), confirma el caracter postsinaptico (somatodendritico) de este receptor.

En cuanto a la expresion del receptor de 5-HT,g, nuestros hallazgos coinciden

con los de Jin y colaboradores (/992) en cuanto a la presencia de expresion en el
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hipocampo humano, aunque sin establecer diferencias entre las regiones
hipocampales. En nuestro estudio se analizo6 la distribucion del ARNm del receptor de
5-HT;p a través de todos los subcampos hipocampales, observando por primera vez en
tejido humano diferencias interregionales, con una mayor expresion en DG y CA1 que
en CA2 y CA4. En ese estudio previo (Jin et al., 1992) se observo en la rata niveles
altos expresion del receptor 5-HT 5 en la capa piramidal del asta de Ammon, mientras
que en la corteza frontal de humanos, mono Rhesus y ratas se hall6 una banda con
elevados niveles de hibridacion que se corresponde con la capa V. También en ratas
se ha localizado ARNm de este receptor en el HC tanto en células piramidales como
en granulares (Doucet et al., 1995). La similitud con el patron de marcaje de ARNm
de 5-HT 4 (banda central a lo largo del asta de Ammon y giro dentado) sugiere que se
encuentra en células piramidales de asta de Ammon y en células granulares del giro
dentado, sin embargo la confirmacioén de estos datos asi como la compartimentacion
del propio receptor requiere otros estudios.

El marcaje para ARNm de 5-HT,4 en la corteza prefrontal dorsolateral mostré
un patrén en tres bandas, con la mayor expresion en la banda B2 (que corresponde
aproximadamente a la lamina V) y con una expresion menor en las bandas Bl
(estratos I-IV) y B3 (estrato VI). Este patréon se corresponde con el descrito
previamente por Burnet y colaboradores (/995) y por Pasqualetti y colaboradores
(1996) segun el cual los niveles de expresion son mas altos en los estratos centrales
(con mayor expresion en estrato V) que en los marginales (estratos I, Il y VI). Segliin
estos mismos estudios, las células que lo expresan son preferentemente neuronas
piramidales y en menor grado interneuronas, mientras que la neuroglia no lo expresa.
Con respecto a la expresion en el HC, nuestros hallazgos difieren de los de Burnet y
colaboradores (/995), segun los cuales la expresion de ARNm de 5-HT,o en HC es
baja, mientras que nuestro material mostré un marcaje solido, sugiriendo unos niveles
moderadamente altos de mensajero. Ademds, podemos distinguir una mayor
expresion en CAl, disminuyendo considerablemente en las areas CA2 y GD, y aun
méas en el area CA4. Esto es consistente con los hallazgos de Pasqualetti y
colaboradores (/996) quienes encontraron que el ARNm de este receptor estd presente
sobre todo en las células piramidales de CAl, y ausente en células gliales, y con
estudios de unién de ligandos a 5-HT,s que muestran patrones similares de la
distribucion en la corteza y el HC (Pazos et al., 1987b; Joyce et al., 1993, Pompeiano

etal., 1994).
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ESQUIZOFRENIA

La EQZ es un trastorno psiquiatrico que se ha estudiado extensamente desde
que fue descrito por primera vez por Kraepelin (1890). Aunque hay un numero
extenso de estudios que especulan con la patogenia de esta enfermedad, s6lo algunos
trabajos neurobiolégicos (anatomicos, fisioldgicos y neuroquimicos) han sido
aceptados en la literatura de la EQZ (Harrison, 1999a; Sawa y Snyder, 2002). Es bien
conocido que el HC esta implicado en la integracion afectiva y en la cognicion
(memoria), y que la corteza prefrontal estd implicada tanto en el proceso cognitivo
como en la atencion y en la abstraccion (Weinberger et al., 1988, Weinberger, 1991;
Park y Holzman, 1992; Goldman-Rakic, 1994, Meneses, 1999; Williams et al., 2002).
Por tanto, las alteraciones en estas areas pueden dar lugar a un control anormal de las
respuestas al estrés observadas y ser la base de muchos de las alteraciones del
comportamiento y del conocimiento (inteligencia) asociadas a la EQZ. Entre las
alteraciones morfologicas mas frecuentemente encontradas en estos pacientes
podemos destacar cambios en el tamafio y la conectividad del HC y de la corteza
prefrontal, y dilatacion de los ventriculos laterales y tercero (Johnstone et al., 1976,
1994; Weinberger et al., 1979a, 1979b).

En nuestro estudio, el patrén de expresion del ARNm de los receptores de 5-
HT en el HC es diferente en los esquizofrénicos que en los controles. La expresion del
gen de 5-HTp es mas alta, y la expresion del gen de 5-HT,4 es mas baja. (Tabla 4.)
Hasta donde nosotros conocemos, esta es la primera descripcion de cambios de la
expresion del ARNm del receptor 5-HT;z en EQZ. Teniendo en cuenta que la
localizacion del receptor 5-HT,s es exclusivamente postsindptica y que la del
transportador de 5-HT es exclusivamente presindptica, como se comentd en la
introduccion (Barnes y Sharp, 1999), la disminucion de la expresion de este receptor
podria ser una respuesta compensatoria a la disminucién de la actividad hipocampal
del transportador de 5-HT que se ha postulado en la EQZ (Dean et al., 1999b; Scarr
et al., 2001). Sin embargo, esta hipotesis no explica la sobre-expresion del receptor
post-sinaptico 5-HTg, lo que nos obliga a recurrir a modelos animales.

A partir de experimentos basicos sabemos que la activacion de los receptores
de 5-HT>4 inhibe la liberacion de la noradrenalina (Done y Sharp, 1994) y aumenta la
liberacion de GABA (Farber et al., 1998). Ademas, la serotonina interacciona con la
acetilcolina para modular la transmisién glutamatérgica en la formacion hipocampal,

donde 5-HT;p tiene un efecto inhibitorio en las neuronas colinérgicas (/zumi et al.,
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1994). Interesantemente, los receptores colinérgicos estdn altamente concentrados en
las interneuronas de GABAérgicas (Van der Zee y Luiten, 1993) y los
heterorreceptores de 5-HT;p estdn situados en terminales GABAérgicas. Una
reduccion de la expresion de 5-HT,4 y una sobre-expresion del receptor de 5-HT
podria conducir a una actividad GABAérgica general disminuida (Moret y Briley,
2000). A su vez, la reduccion en la actividad GABAérgica resultaria en una
desinhibicién de las eferencias glutamatérgicas, similar a lo que se ha propuesto en la
hipdtesis de la hipofuncion del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA; Farber et
al., 1998; Olney et al., 1999, 2002). Esta hipdtesis se basa en el hecho de que el
bloqueo experimental de la funcion de los receptores NMDA produce un incremento
de la liberacion de glutamato (Moghaddam et al., 1997, Adams vy Moghaddam, 1998)
y acetilcolina (Hasegawa et al., 1993; Giovannini et al., 1994, Kim et al., 1999).
Dicha liberacion de neurotransmisores excitatorios produciria consecuentemente una
sobreestimulacion neuronal a nivel postsinaptico.

Como fue propuesto por Floresco y colaboradores (200/), el hipocampo
produce una gran influencia sobre el sistema dopaminérgico mesolimbico. De acuerdo
con los modelos animales, las aferencias glutamatérgicas del hipocampo producen un
potente efecto excitatorio en el nticleo accumbens (NAc), el cual en consecuencia
activa el area tegmental ventral (ATV) a través de un circuito de retroalimentacion
indirecto constituido por una proyeccion accumbens-palido ventral y otra palido
ventral-ATV, ambas GABA¢érgicas (Jones vy Mogenson, 1950; Chrobak y Napier,
1993). (Figura 11.) Asi, de acuerdo con Floresco et al. (200/), la proyeccién
hipocampal puede alterar la neurotransmisiéon dopaminérgica, influenciando tanto la
actividad basal dopaminérgica como la regulacion las propiedades de disparo de estas
neuronas. También existe la posibilidad de una ruta neuromoduladora indirecta desde
el hipocampo al NAc, mediante una conexién a través de la CPF (Zahm y Heimer,
1990; Kalivas et al., 1993), sin embargo la falta de efectos en la transmision
dopaminérgica mesolimbica tras la inhibicién de la corteza prefrontal en roedores no
apuntan en este sentido (F/oresco et al., 2001). Apoyando esta idea, en el presente
estudio no se encontraron diferencias en la CPF de los pacientes que sufrian
esquizofrenia. De acuerdo con estas interacciones, los receptores de 5-HT ;5 y de 5-
HT,4 pueden desempenar un papel importante en la transmision neuronal hipocampal

alterada en los pacientes esquizofrénicos.
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Figura 11. Modelo de circuito neuronal por el
cual el hipocampo podria modular la actividad
dopaminérgica mesolimbica. La estimulacion del
subiculum activa eferencias glutamatérgicas
directas hacia el nucleo accumbens (NAc). Esta
conexion potencia la inhibicion del NAc sobre
las neuronas del palido ventral (PV). Como
resultado se produciria la supresiéon de la
inhibicion tonica GABAérgica del PV sobre las
neuronas del area tegmental ventral (ATV), y de
esta manera habria un incremento en el nimero
de neuronas dopaminérgicas del ATV que
dispararian espontdneamente. Aunque también
existe un circuito indirecto desde el subiculum al
NAc a través de la corteza prefrontal, éste no
parece ser critico segun los estudios de Floresco
y cols (2001). Abreviaturas: CA = areas del asta
de Ammon; CFM = circunvolucién frontal
media; CFS = circunvoluciéon frontal superior;
GD = giro dentado.
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En resumen, una disminucion de 5-HT,, y un aumento de 5-HT, podrian dar
lugar a una salida glutamatérgica hipocampal aumentada. Esta situacion podria
contribuir al estado hiperexcitatorio del sistema dopaminérgico, el cual ha sido
aceptado en la esquizofrenia (Creese et al., 1976; Seeman et al., 1976). De acuerdo
con estas interacciones, los receptores de 5-HT ;g y de 5-HT,5 pueden desempefiar un
papel importante en la transmision neuronal hipocampal alterada en los pacientes
esquizofrénicos. Ademads, nuestros hallazgos indican que este efecto es a través de su
conexion directa con NAc. (Figura 11.)

Hasta la fecha, los estudios que han tratado la implicacion del sistema
serotoninérgico en la fisiopatologia de la EQZ han sido escasos, poco concluyentes y
sus resultados discordantes. Por ejemplo, en un estudio se encontrd un incremento de
la capacidad de union de ligandos a 5-HT,s en la formacion hipocampal de
esquizofrénicos (Joyce et al, 1993), mientras que en otro no se encontrd ninguna
diferencia (Burnet et al., 1996). En la corteza prefrontal, unos estudios describen una
union a 5-HT,x mas baja en esquizofrénicos (Mita et al., 1986, Arora y Melizer,
1991; Laruelle et al., 1993; Burnet et al., 1996; Dean y Hayes, 1996, Dean et al.,
1999h), y en otros no se observaron diferencias entre los esquizofrénicos y los
controles (Whitaker et al., 1951; Reynolds et al., 1983, Joyce et al., 1993). En cuanto
al receptor 5-HT;a, en el HC, unos estudios describen la ausencia de cambios en
esquizofrénicos con respecto a controles (HHashimoto et al., 1991; Burnet et al., 1996),
mientras que otros encuentran un incremento en la union a ligandos (Joyce et al.,
1993). En la corteza prefrontal, unos estudios no encuentran cambios en la unioén al
ligando (Joyce et al., 1993, Dean et al., 1999a), mientras otros la encuentran
aumentada (Hashimoto et al., 1991; Burnet et al., 1996, Simpson et al., 1996,
Sumiyoshi et al., 1996).

En nuestro conocimiento, solamente otro estudio ha examinado los niveles del
ARNm de 5-HT;5 y de 5-HT,4 en los cerebros de los pacientes que sufrian de EQZ
(Burnet et al., 1996). Coincidiendo con nosotros, no pudieron encontrar ningun
cambio en los niveles del ARNm de 5-HT;, tanto en el CPFDL, como en HC. Con
respecto a 5-HT>a, el otro estudio no pudo analizar los niveles del ARNm de 5-HT,a
en el HC porque el marcaje era muy débil para poder cuantificar, pero si encontraron
una disminucion de la expresion en la corteza prefrontal (Burnet et al., 1996),

mientras que nuestro estudio no mostrd ninguna diferencia.
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Un dato llamativo de nuestro estudio es que, al contrario de lo que se ha
publicado previamente (Mita et al., 1986, Arora y Meltzer, 1991, Hashimoto et al.,
1991, Laruelle et al., 1993, Burnet et al., 1996, Dean y Hayes, 1996; Simpson et al.,
1996, Sumiyoshi et al., 1996, Dean et al., 1998, Dean et al., 1999a, 1999b), nosotros
no encontramos ningin cambio en la expresion de los receptores de 5-HT en la
CPFDL. Es importante sefialar que el tejido usado en el presente estudio es de una
cohorte mas joven (la edad media es 45) con respecto a la mayoria de los estudios
previos, en los que se han incluido sujetos por encima de los 65 afios de edad en el
momento de la muerte (que en nuestro estudio fueron descartados para evitar el sesgo
de factores intercurrentes relacionados con el envejecimiento). En la EQZ, los
sintomas positivos (alucinaciones, delirios, etc.) son mas destacados en edades mas
jovenes, mientras que los sintomas negativos (anhedonia, aplanamiento afectivo, etc.)
y la demencia son mas frecuentes en etapas mas avanzadas de la vida. La afectacion
del hipocampo se piensa que favorece los sintomas positivos, mientras que los
cambios en la CPFDL pueden estar mas relacionados con los sintomas negativos
(Silbersweig et al., 1995). Es posible que las alteraciones de los receptores de 5-HT en
la CPFDL pueden ocurrir durante las Gltimas etapas de la enfermedad. Asi, nuestros
resultados en el HC pueden ser representativos de los cambios que ocurren en estadios
mas precoces de la enfermedad.

Los farmacos neurolépticos atipicos, como la clozapina y la risperidona, han
demostrado aliviar los sintomas positivos y negativos en la EQZ, posiblemente a
través de una accidn antagonista sobre los receptores 5-HT,4 y 5-HT,¢, y menos sobre
los receptores de dopamina (Melizer et al., 1989; Joyce, 1993; Sawa y Snyder, 2002).
Entre nuestros pacientes con EQZ, nueve tomaban neurolépticos clésicos, siete
tomaban neurolépticos atipicos, cuatro tomaban antidepresivos, dos tomaban litio, y
cinco tomaban ansioliticos. La posibilidad de que los niveles especificos del ARNm
puedan estar alterados en los pacientes con esquizofrenia, como resultado de la
medicacion, debe ser también tenida en cuenta. Bajo estas circunstancias, los efectos
de la medicacion no pueden ser descartados.

Es muy probable que la inconsistencia de los resultados en la literatura sea
debida a maltiples factores, tales como la heterogeneidad de la enfermedad, el uso de
muestras pequefias, diferencias en las regiones del cerebro, indisponibilidad de
ligandos selectivos, asi como a una medicacion diversificada y/o a una exposicion a

drogas ilegales.

68



Receptores 5-HT en enfermedades psiquiatricas DISCUSION

DEPRESION MAYOR

Nuestros hallazgos muestran que tanto en el HC como en la CPF de estos
pacientes se produce una reduccion en la expresion de mensajero para 5-HT;o con
respecto a los controles. (Tabla 4.) La disminucion del ARNm de 5-HT ;4 en el HC es
consistente con resultados publicados por diversos grupos utilizando tanto técnicas de
HIS (Lopez et al., 1998) como de unidn a ligandos (Cheetham et al., 1990; Lowther et
al., 1997). En cambio difieren de los hallazgos encontrados en CPFDL con técnicas de
unidon a ligandos (teniendo en cuenta que en la corteza cerebral este receptor es
exclusivamente postsindptico), en los que no se han encontrado diferencias
(Matsubara et al., 1991; Arranz et al., 1994, Lowther et al., 1997, Stockmeier, 1997)
0 una unién aumentada en paciente con DM (Arango et al., 1995). De cualquier forma
debemos significar que estos estudios han publicado los hallazgos de union a ligandos
en victimas de suicidio, que incluyen pero no se restringen a los pacientes que sufren
de DM (Cheetham et al., 1990, Lowther et al., 1997).

Se ha observado que esta disminucion se podria relacionar con una reduccion
de la actividad del circuito limbico bajo condiciones de estrés, puesto que la
hipersecrecion de cortisol se ha asociado a la DM (Chalmers et al., 1993, 1994, Lopez
et al., 1997, 1998, 1999). Estudios realizados con el mismo material de la Stanley
Foundation (Lopez-Figueroa et al., 2001), muestran una reduccion de la expresion de
los receptores mineralocorticoides (MR) y glucocorticoides (GR) en la CPFDL en los
pacientes con depresion, que posiblemente estén asociados a la elevada liberacion de
cortisol. La alteracion del receptor 5-HTa y los receptores MR y GR en la patologia
depresiva puede entenderse como uno de los mecanismos por el cual el estrés puede
desencadenar y/o mantener los episodios depresivos. Los hallazgos en los estudios
humanos postmortem se correlacionan con los de modelos animales de
hipercortisolemia, en los que la expresion del ARNm de 5-HT;s en el HC estéd
reducida por el estrés cronico y por la administracion exdgena de glucocorticoides
(Meador-Woodruff et al., 1990; Mendelson y McEwen, 1991, 1992; Chalmers et al.,
1993, Meijer y de Kloet, 1995). En estos estudios se ha determinado que la extraccion
de las glandulas adrenales revierte el proceso inducido por el estrés cronico, logrando
recuperar los niveles previos de expresion de 5-HT 4. Por todo ello, se cree que
existen mecanismos, entre los que se encuentran los receptores serotoninérgicos 5-

HT,4 y el sistema corticoideo, que son moduladores de la respuesta al estrés.
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TRASTORNO BIPOLAR

En comparacién a los controles, en la CPFDL de estos pacientes encontramos
una disminucion de la expresion de 5-HTs, y en el HC una disminucion de la
expresion de 5-HT,n y un aumento de la expresion de 5-HT;s. (Tabla 4.) La
disminucion de la expresion del ARNm del receptor 5-HT»a encontrada en la corteza
puede ser debida en principio a dos mecanismos basicos: una reduccion de la sintesis
del ARNm en cada neurona y/o una disminucion del numero de las células que
contienen el ARNm. La ultima situacién es probable en vista del hecho de que hay
una disminucién de la densidad neuronal en la corteza prefrontal de pacientes con el
TBP debida a la pérdida tanto de neuronas grandes como pequefias (Rajkowska, 2000;
Rajkowska et al., 2001), en contraste a lo descrito en pacientes con DM que presentan
una disminucion relativa de neuronas grandes y un aumento en la densidad de
neuronas pequefias, sugiriendo una atrofia celular en contraposicion a una pérdida
celular (Rajkowska, 2000, Manji et al., 2000, Rajkowska et al., 2001). Segin lo
descrito previamente (Burnet et al., 1995), el ARNm del receptor de 5-HTya se
sintetiza en las interneuronas (neuronas pequefias), por lo tanto, nuestros datos
sugieren una sintesis reducida regionalmente especifica de los receptores
serotoninérgicos debida al descenso de estas neuronas, las cuales pueden desempefar
un papel importante en la patogénesis del TBP. Dado que las neuronas piramidales de
la corteza prefrontal son sobre todo de naturaleza glutamatérgica, un posible efecto
causado por la disminucién de las interneuronas es un aumento en la salida de

informacion excitatoria a otras areas corticales y a los nticleos subcorticales.

Un hecho interesante es el paralelismo entre TBP y EQZ en las alteraciones
observadas en el hipocampo, ambas entidades muestran niveles mas altos de la
transcripcion de 5-HTg y niveles mas bajos de la de 5-HT,4 compardndolo con el
grupo control. (Tabla 4.) Aunque se ha descrito una reducciéon en el niimero de
células no-piramidales en el area CA2 en TBP (Benes et al., 1998), este hallazgo no
ha sido confirmado y otros estudios resaltan la ausencia de alteraciones histoldgicas
en la formacion hipocampal (Rajkowska, 2000). De cualquier forma, una alteracion
restringida a las células no-piramidales en CA2 no explica la extension (DG, CAl,
CA2 y CA4) de los cambios en las transcripciones de los receptores de 5-HT

observados en este estudio.
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Nuestros resultados sugieren que el TBP y la EQZ tienen en comun una
alteracion en un area especifica del cerebro, la formacion hipocampal. Estos
resultados apoyan la hipotesis clinica de que el TBP comparte algunas caracteristicas
con la EQZ que se podrian relacionar con un malfuncionamiento hipocampal,
incluyendo los episodios psicoticos (Silbersweig et al, 1995). Sin embargo es
importante sefialar que el TBP es una patologia unica, en cuanto presenta cambios del
ARNm de receptores de 5-HT en la CPFDL que no fueron encontrados en el grupo de
EQZ. A la luz de nuestros resultados, podemos decir que el sistema de la 5-HT
desempefia un papel importante en la fisiopatologia del TBP, como ha sido propuesto
previamente en base a observaciones clinicas en consumidores de farmacos
psicoactivos (Prange et al., 1974, Price et al., 1990). Por otra parte, varios autores
han postulado una hipoétesis “permisiva” del TBP (Bunney v Davis, 1965; Prange et
al., 1974; Shiah vy Yatham, 2000; Vawter et al., 2000). Esta hipotesis sugiere que
mientras la DM esta caracterizada por una hipofuncion de la 5-HT, NA y DA, el TBP
esta caracterizado por una hipofuncion de la 5-HT y una hiperfuncion de la NA y
DA. Ademas, también se ha propuesto la implicacion de alteraciones de otros
neurotransmisores (ej. baja actividad de GABA y de ACh) en la fisiopatologia del
TBP (Shiah y Yatham, 2000, Vawter et al., 2000). Por lo tanto, la correlacion entre la
5-HT y estos otros sistemas de neurotransmisores puede jugar un papel importante en
la fisiopatologia del TBP.

La mayoria de estudios previos del sistema 5-HT en tejido postmortem de
pacientes con TBP han sido realizados en el contexto de pacientes con depresion en
los que el nimero de sujetos con TBP era pequeiio (Dean et al., 2001), o estaban
incluidos en un grupo suicida (Mann et al., 1956, Arango et al., 1990). Para paliar
parcialmente esta carencia, el uso de los cerebros de La Stanley Foundation
Neuropathology Consortium ha permitido la investigacion de las posibles diferencias
dentro de los trastornos del &nimo afectivo (Knable et al., 2001, 2002). Sin embargo,
el tamano de esta muestra sigue siendo relativamente pequefio e incluye casos de
suicidio dentro de los trastornos del animo afectivo, lo que hace dificil generalizar los
resultados incluso cuando utilizamos este material.

La posibilidad de que la expresion de los genes esté alterada en pacientes con
trastornos del animo afectivo como consecuencia de la medicacion debe ser también
considerada. Por ejemplo, la medicacion con antidepresivos aumenta la actividad de la
5-HT en estados depresivos y puede contribuir a la normalizacién de las funciones

serotoninérgicas. Se ha encontrado que el litio aumenta la transmision serotoninérgica
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central (Sheard y Aghajanian, 1970; Perez-Cruet et al., 1971; Tagliamonte et al.,
1971; Knapp y Mandell, 1973; Bunney y Garland-Bunney, 1987, Cowen, 1990, Price
et al, 1990; Chen et al., 2000, Shiah y Yatham, 2000). El tratamiento farmacologico
con litio, valproato y antidepresivos puede desempefiar un papel importante en la
supervivencia neuronal (Bunney y Garland-Bunney, 1987, Cowen, 1990, Price et al.,
1990; Lenox y Manji, 1995, Shiah y Yatham, 2000). Los subgrupos de sujetos de
nuestro estudio tomaban este tipo de tratamiento a la hora de muerte. En estas
circunstancias, los efectos de la medicacion no pueden ser descartados. En este
sentido debemos decir que en estudios animales no se han encontrado cambios
evidentes en los niveles de los receptores postsinapticos de 5-HT;a, ni de 5-HTp
después de la administracion créonica de medicaciones psicotropicas (Serretti et al.,
2000; Mahmood y Silverstone, 2001). Lo que apoyaria la irrelevancia del tratamiento
farmacoldgico en nuestros hallazgos. Sin embargo, también debemos reconocer la
inconsistencia entre algunos estudios experimentales, ya que por un lado la
administracion de antidepresivos triciclicos disminuia la union al receptor 5-HT,5 a
nivel cortical (Peroutka y Snyder, 1980), y por otro, se ha publicado un aumento del
ARNm de 5-HT;4 tras el tratamiento con fluoxetina y con terapia electroconvulsiva
(Butler et al., 1993). Con lo que los estudios animales no contribuyen a darnos un

mayor grado de certidumbre.
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1. En la corteza prefrontal dorsolateral humana el ARNm de los receptores
serotoninérgicos 5-HT ;4 y 5-HT,4 se expresan en forma de bandas pero con patrones
diferentes. El de 5-HT;4 forma cuatro bandas: B1 (capa II), B2 (capa III), B3 (capa
IV) y B4 (lamina delgada en capa V/VI). El de 5-HT,4 forma tres bandas: B1 (capas
I-1V), B2 (capa V) y B3 (capa VI). No se detect6 senal para el mensajero del receptor
5-HTg.

2. En el hipocampo se expresan los tres receptores (5-HTja, 5-HT 5 y 5-HT24)
aunque con patrones diferentes. El ARNm de los receptores 5-HT 4 y 5-HT24 mostrd
mayores niveles en CAl que en las otras areas, mientras que el de 5-HT1B mostro

niveles igualmente altos en CA1 y GD, y méas bajos en CA2 y CA4.

3. En el hipocampo de pacientes esquizofrénicos se observd un descenso en los
niveles de ARNm de 5-HT,5 y un incremento en los de ARNm de 5-HT;p. Estos
cambios pueden ser representativos de los cambios que ocurren tempranamente en la
esquizofrenia y la base de la hiperactividad del sistema dopaminérgico mesolimbico,
caracteristico de esta enfermedad, a través de la desinhibicion de las vias

glutamatérgicas de salida del hipocampo.

4. En la depresion mayor existe una disminucion en la expresion del receptor 5-
HT A tanto en el HC como en la CPFDL. Estos cambios, junto con la alteracion de los
receptores esteroideos MR y GR, se pueden relacionar con una hipofunciéon del
circuito limbico bajo condiciones de estrés y ser uno de los mecanismos por los que el

estrés puede desencadenar y/o mantener los episodios depresivos.

5. En el trastorno bipolar existe una disminucion en la expresion de 5-HT,4 en
ambas regiones y un aumento de 5-HT;p en el hipocampo. El descenso en los niveles
de mensajero de 5-HT4 en la CPFDL puede ser debido a la reduccion en el namero
de neuronas pequeias. Por otro lado, la similitud en el comportamiento de la
expresion hipocampal de ambos receptores (descenso de 5-HT,4 y aumento de 5-
HT;g) en el TBP y la esquizofrenia, avala la hipotesis de que ambos procesos
comparten caracteristicas clinicas que podrian ser atribuidas a la disfuncion

hipocampal.
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6. En resumen, este trabajo nos ha permitido correlacionar, en el mismo
experimento y en material humano postmortem, la expresion genética de receptores
serotoninérgicos en dos regiones cerebrales de pacientes con trastornos del estado del
animo afectivo, esquizofrenia y cerebros controles. Nuestros resultados muestran que
en estas enfermedades se modifica la expresion de estos receptores y que el patroén de
alteracion varia dependiendo del diagnostico. Este estudio aporta nuevos datos sobre
la neuroanatomia quimica de los trastornos psiquidtricos, concretamente sobre el
papel de la serotonina y sus receptores a nivel hipocampal y cortical en su

fisiopatologia, y puede contribuir al mejor manejo terapéutico de estos pacientes.
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ABREVIATURAS

5HT:  5hidroxitiptamina,  serotonina,
serotoninérgico.

5-HT;: receptor serotoninérgico 1A.
5-HTg: receptor serotoninérgico 1B.
5-HT; receptor serotoninérgico 2A.
5-HIAA = &cido 5-hidroxiHndolacético
8-OH-DPAT:  8-hidroxi-2(di-n-propilamino)
tretalina.

AADC = aminoacido descarboxilasa
ACh: acetilcolina.

ADN: &cido desoximbonudeico.
ADNCc: ADN complementario
ANOVA: andlisis de varianza

ARN: &cido ribonucieico.

ARNCc: ARN complementario

ARNhAn: ARN heterogéneo.

ARNm: ARN mensajero.

ARNt: ARN de tranferencia.

ATP: adenosina 5-trifosfato

ATV: area tegmental ventral.

B:banda

CA: asta de Ammon, comu Ammonis
CFM: circunvolucion frontal media.
CFS: circunvolucion frontal superior.
CPF: corteza prefrontal.

CPFDL: corteza prefrontal dorsolateral
CTP: citidina 5-trifosfato

DA: dopamina.

DA - DAy: receptores dopaminérgicos
df. grados de libertad

DM: depresion mayor.

DMT: dimetitriptamina.

DOI x A: DOI (densidad dptica integrada,
intensidad ptica media de la sefial)
multiplicado por A (érea).

Dpm: desintegraciones por minuto.

DSMHV: Diagnostic and stadistic manual
for mental disorders IV (Manual diagnéstico
y estadistico de los trastomos mentales, IV;
19%4).

DTT: ditiotreitol.

EQZ: esquizofrenia.

EMS: emmor medio estandar.

F: F de Snedecor

GABA: acido gammaaminobuitirico.

GD: giro dentado, circunvolucion dentada
GR: receptor glucocorticoide.

GTP: guanosina 5-trifosfato.

HC: hipocampo.

HIS: hibridacion in situ.

IMAQ: inhibidores de monoamino oxidasa.
IPM: intervalo postmortem.

IRSN: inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina.
ISRS: inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina.

LSD: &cido lisérgico dietilamida.

MAO: monoamino oxidasa.

MCID: Microcomputer Imaging Device.
MR: receptor mineralocorticoide

NA: noradrenalina.

NAC: nuicleo accumbens.

NMDA: N-meti-D-aspartato.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
p: p valor.

PB: pares de bases

PV: palido ventral.

S* azufre ™.

SB: sustancia blanca.

SERT: transportador de 5-HT.

SSC: citrato salino estandar (standard
saline citrate).
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ABREVIATURAS

TBP: trastomo bipolar.

TPH = triptdfano hidroxilasa
UTP: uridina 5-trifosfato
UTR: region no transcribible
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FIGURAS

Figura 1. (a). Conexiones del sistema serotoninérgico. Principales eferencias de los
nucleos del rafe a regiones corticales y subcorticales. (b). Metabolismo neuronal de la
serotonina (5-HT) y localizaciéon de los receptores serotoninérgicos. A partir del
aminodcido triptéfano se sintetiza 5-HT, mediante las enzimas TPH y AADC. La
serotonina es transportada en vesiculas hasta las terminales axonales de las neuronas
serotoninérgicas. Tras su liberacion, la 5-HT es recaptada a nivel presinaptico por el
transportador de serotonina (SERT), pudiendo volver a las vesiculas o ser degradado a
5-HIAA mediante la enzima monoamino oxidasa (MAQ). Los receptores 5-HT 4 y 5-
HT;p se encuentran tanto en neuronas serotoninérgicas como en no-serotoninérgicas,
mientras que el receptor 5-HT,» solo esta en neuronas no-serotoninérgicas.
Abreviaturas: TPH = triptofano hidroxilasa; AADC = aminoacido descarboxilasa; 5-

HIAA = 4c1d0 5-hidroXi-INdOLaCETICO. ceeeuennneee e et e e eeeeeeaaeeeeeeenaees 12

Figura 2. El hipocampo. (a) El hipocampo esta situado en la superficie medial del
l6bulo temporal y junto con la amigdala, en su extremo anterior, esta incluido en el
sistema limbico. (b) Microcircuitos de la formacion hipocampal, modificacion de
Bear et al., 1996. (¢) Imagen digitalizada de hibridacién in situ del hipocampo, donde
se aprecia las diferentes areas del asta de Ammon (CA), el giro dentado (GD), el
subiculum y la corteza entorrinal. (d) Rutas de las conexiones entre las diferentes

regiones del hipoCaAmMPO..........oouiiiiiiiiiii e 31

Figura 3. Corteza Prefrontal. (a) Division citoaquitectonica de la corteza cerebral
segin K. Brodmann (1909). (b) Imagen digitalizada de hibridacion in situ de la
corteza prefrontal (CPF) dorsolateral. (¢) Divisiéon laminar de la corteza prefrontal
humana. Imagen digitalizada de tincion con Nissl en la CPF. Esquema clésico de tres

tinciones diferentes de la corteza prefrontal (Golgi, Nissl y Weigert).........cccceunee.e.. 34

Figura 4. Sintesis del ARNm y de la proteina. La transcripcion del ADN para
sintetizar ARN mensajero (ARNm) se inicia cuando la ARN polimerasa se une a un
complejo de factores de iniciacion, un conjunto especializado de factores de
transcripcion unidos al ADN dentro de la region promotora. El complejo de la ARN

polimerasa forma una burbuja de transcripcion la cual se mueve a lo largo la cadena
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molde de ADN para sintetizar un transcrito primario, también denominado ARN
heterogéneo (ARNhn). La union de factores de transcripcion proteicos a secuencias
potenciadoras o inhibidoras determina la cantidad de ARN sintetizado. El montaje o
”splicing” del ARNhn produce ARNm maduro. Los complejos ARN/proteina extraen
los segmentos codificados por intrones y unen los segmentos codificados por exones
para producir ARNm. La traduccion de ARNm produce proteinas. Los ribosomas leen
el codigo del ARNm y anaden aminodcidos (mediante ARN de transferencia, ARNt) a

la cadena proteica en CreCIMICNTO. ........ueeruieriieriierieeiie ettt ettt e e neeas 37

Figura 5. Sintesis e hibridacién de una sonda de ARN complementario (ARNc). La
cadena doble de ADN complemetario (ADNCc) es sintetizada a partir de ARNm. La
doble cadena de ADNCc es insertada dentro de un pldsmido unido a un promotor de la
ARN polimerasa de un bacteriofago (promotor 1 o 2) para asi transcribir la cadena
complementaria de ADN en cadena molde de ARN (idéntica a la cadena original de
ARNm), o transcribir la cadena molde de ADN en ARN complementario (ARNCc,
complementario al ARNm original). En la sintesis de cada una de las cadenas se
afiade nucledtidos marcados con azufre® para la deteccion del ARNm mediante la
técnica de hibridacion in situ. Posteriormente, si se afiade las cadenas molde de ARN
marcado sobre un tejido a estudio no se producira hibridacion, mientra que si se afiade
ARNCc marcado, si habra hibridacién con el ARNm y se observara marcaje sobre una

pelicula autoradiografiCa..........cueiiiiiiiiiieie e 38

Figura 6. Analisis de imagenes de hibridacion in situ con el programa MCID. (a) El
analisis de las secciones del hipocampo se realizd con moldes estandares para cada
una de las regiones analizadas y se obtuvieron valores de densidad, area y densidad
por area. (b) El andlisis de las secciones de la corteza prefrontal se realizé mediante
un sistema compartimental de bandas densitométricas entre la superficie pial y la
sustancia blanca. El patrén de bandas se establecid colocando una plantilla estandar
sobre la corteza y determinando, por anélisis visual y computarizado, el patron basico

de distribucion de marcaje. En el andlisis cortical se obtuvieron valores de densidad.

Figura 7. Imagenes digitalizadas de experimentos de hibridacién in sifu comparando

los niveles de ARNm de receptores de serotonina en la corteza prefrontal dorsolateral
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(CPFDL). I: Distribucion de los receptores serotoninérgicos. (a) Expresion del ARNm
de 5-HT;a; (b) Expresion del ARNm de 5-HT,s. Barra de escala = 10 mm. II:
Comparaciéon entre los grupos a estudio. (a) ARNm de 5-HT,4; (b) ARNm de 5-
HT,a. Abreviaciones: CON = control; DM = depresion mayor; TBP = trastorno
bipolar; EQZ = esquizofrenia; B = banda; SB = sustancia blanca. Barra de escala = 5

MM, AMPHACION: 12X, .oiiiiiiiiiiieiieeie ettt e bt e e beesaeeesbeessaeenbeeseeenns 56

Figura 8. Niveles del ARNm de receptores de serotonina en la corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL) en la depresion mayor (DM), el trastorno bipolar (TBP), la
esquizofrenia (EQZ) y el grupo control (CON). (a) La expresion del ARNm de 5-
HT;a es significativamente diferente segin el diagnodstico (p<0.05), debido a que el
grupo con depresion mayor tiene niveles mas bajos de expresion que en el grupo
control. (b) La expresion del ARNm de 5-HT,» muestra diferencias significativas
segun el diagnostico (p<0.05), debido a que el grupo con trastorno bipolar tiene
niveles mas bajos de expresion que en el grupo control. Los datos son expresados
como la media £+ EMS (n=15 por grupo). Abreviaciones: B = banda; DOI = Densidad
Optica Integrada; EMS = error medio eStAndar. ..............c.cccoveveveeveeereeenereseserseneens 57

Figura 9. Imagenes digitalizadas de experimentos de hibridacion in situ comparando
los niveles de ARNm de receptores de serotonina en el hipocampo (HC). El tejido
procede de pacientes con depression mayor (DM), trastorno bipolar (TBP),
esquizofrenia (EQZ) y sujetos normales (CON). (a) Expresion del ARNm de 5-HT4;
(b) Expresion del ARNm de 5-HT;g; (¢) Expresion del ARNm de 5-HT:a.
Abreviaturas: CA = éreas del asta de Ammon; GD = giro dentado. Barra de escala =5

IXMITL. ooeneeeeieeee e e e e e eee e e e e e e e et e e aa e eee s e e et et e a e e e s ee et et b e et ee ettt aa i aeetetaranaaaaan 58

Figura 10. Histograma de barras que ilustra los niveles de expresion de ARNm de los
receptores de serotonina en regiones hipocampales de pacientes con depresion mayor
(DM), trastorno bipolar (TBP), esquizofrenia (EQZ) y el grupo control (CON). (a) La
expresion del ARNm del receptor 5-HTs es significativamente diferente entre los
grupos (p<0.05), debido a que el grupo con depresion mayor tiene niveles mas bajos
de expresion que en el grupo control. (b) La expresion del ARNm de 5-HT;p es
significativamente diferente seglin el diagnostico (p<0.05), debido al mayor nivel de

expresion del grupo con trastorno bipolar con respecto al grupo control (p<0.05). El
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analisis post-hoc también muestra que el grupo EQZ tiene una tendencia en la misma
direccion (p=0.077). (¢) La expresion del ARNm de 5-HT,4 es significativamente
diferente segun el diagndstico (p<0.05), debido a que los grupos con trastorno bipolar
y esquizofrenia tienen niveles mas bajos de expresion que en el grupo control. Los
datos son expresados como la media = EMS (n=15 por grupo). Abreviaciones: DxA =
Densidad multiplicada por el Area; CA = éreas del asta de Ammon; GD = giro

dentado; EMS = error medio eStANAAr. .........ooovvvvveiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 59

Figura 11. Modelo de circuito neuronal por el cual el hipocampo podria modular la
actividad dopaminérgica mesolimbica. La estimulacion del subiculum activa
eferencias glutamatérgicas directas hacia el nicleo accumbens (NAc). Esta conexion
potencia la inhibicion del NAc sobre las neuronas del palido ventral (PV). Como
resultado se produciria la supresion de la inhibicion tonica GABAérgica del PV sobre
las neuronas del area tegmental ventral (ATV), y de esta manera habria un incremento
en el nimero de neuronas dopaminérgicas del ATV que dispararian espontineamente.
Aunque también existe un circuito indirecto desde el subiculum al NAc a través de la
corteza prefrontal, éste no parece ser critico segun los estudios de Floresco y cols
(2001). Abreviaturas: CA = areas del asta de Ammon; CFM = circunvolucién frontal

media; CFS = circunvolucion frontal superior; GD = giro dentado............cccvenenee. 66
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Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de los pacientes del Consorcio
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