l ' ( : FACULTADE DE FARMACIA

UNIVERSIDADE Departamento de Farmacologia
DE SANTIAGO

DE COMPOSTELA

ESTUDIO DEL RATON HETEROCIGOTO
REELER COMO MODELO ANIMAL IN VITRO
DE LA ESQUIZOFRENIA.
CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE
LOS RECEPTORES D, Y 5-HT,,

Maria José Varela Liste

2011



ISBN 978-84-9887-625-3 (Edicién digital PDF)



UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
FACULATADE DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOXIA

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

ESTUDIO DEL RATON HETEROCIGOTO REELER COMO
MODELO ANIMAL IN VITRO DE LA ESQUIZOFRENIA.
CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE LOS

RECEPTORES D, Y 5-HT;4

Memoria presentada para optar al grado de Doctor

Maria José Varela Liste

2011






FACULTADE DE FARMACIA
DPTO. DE FARMACOLOXIA
UNIVERSIDADE Campus Universitario Sur s/n. 15782 Santiago de Compostela

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Dna. Maria Isabel Loza Garcia, Doctora en Farmacia por la Universidad de
Santiago de Compostela y D. José Manuel Brea Floriani, Doctor en Farmacia por

la Universidad de Santiago de Compostela

CERTIFICAN:

Que la presente memoria titulada “Estudio del raton heterocigoto reeler como
modelo animal in vitro de la esquizofrenia. Caracterizacion farmacolédgica de los
receptores D, y 5-HT»4”, que para optar al grado de Doctora presenta Diia. Maria
José Varela Liste, ha sido realizada bajo nuestra direccién en el Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Farmacia y cumple los requisitos para ser presentada

y juzgada por el tribunal correspondiente.

En Santiago de Compostela, a 5 de enero de 2011.

Fdo: Maria Isabel Loza Garcia Fdo. José Manuel Brea Floriani






Cuando buscamos el tesoro, nos damos cuenta

de que el camino es el propio tesoro.

Paulo Coelho






AGRADECIMIENTOS

Son muchas las personas con las que he compartido camino a lo largo de estos afios,
que han colaborado tanto con sus aportaciones profesionales como personales y que
merecen mucho mas que mi agradecimiento.

En primer lugar me gustaria expresar mi mas sincero agradecimiento a mis directores
Maria Isabel Loza y José Manuel Brea por su excelente asesoramiento cientifico y
estimulo para seguir formandome, asi como por su dedicacidon y apoyo constante.
Gracias Mabel por ofrecerme una oportunidad mostrando plena confianza en mi
desde el principio y animarme y ayudarme a perseguir mis suefios. Gracias Pepo por
tu ayuda y tus invalorables consejos tanto profesionales como personales, por hacer
que todo funcione e incluso parezca de otro color, asi como por tu amistad y por
conseguir arrancarme una sonrisa siempre.

A Maribel Cadavid por sus aportaciones a este trabajo pero sobre todo por sus
buenos consejos y su apoyo.

A Marian Castro por estar siempre dispuesta a resolver mis dudas y ayudarme de
modo desinteresado.

Al Dr. Héctor Caruncho y a su grupo por las valiosas aportaciones siempre dirigidas
a mejorar este trabajo. En especial a Iria por estar siempre dispuesta a ayudarme y a
enriquecer mis conocimientos.

Al Dr. Javier Gonzalez-Maeso por su ayuda desinteresada en la puesta a punto de los
ensayos funcionales.

Al Dr. Rafael Maldonado por la oportunidad de realizar mi estancia y a todo el
Grupo de Neurofarmacologia de la UPF por hacerme sentir como una mas desde el
primer dia. En especial a Patricia Robledo por su entrega y dedicacion que hicieron
que mi estancia fuera tan enriquecedora tanto a nivel profesional como personal.

A todos los miembros del departamento de Famacologia con los que he convivido
estos afios. A Ana por sus consejos y ayuda con los ratones.

A todos y cada uno de los compaieros del grupo Biofarma, tanto a los que ya no
estan como a los que contintan (Ainhoa, Alba, Bea, Belén, Carlos, Cristina,
Emiliano, Filipe, Isabel, Javier, Marta, Miriam, Patricio y Silvia) porque todos y cada
uno de vosotros me habéis aportado algo, por las horas de poyata compartidas,

inquietudes, comidas, seminarios, compafiia, comprension, palabras de &animo y



apoyo en los momentos dificiles, asi como risas y alegria en los distintos momentos a
lo largo de esta trayectoria. A Rocio y Maria por todo esto pero ademas por vuestra
amistad y vuestras palabras que siempre iban dirigidas a levantarme el dnimo y
animarme a seguir. A Oscar por estar siempre dispuesto a solucionarme los
inimaginables y numerosos problemas informaticos. A Jose por asesorarme y
solucionar todo de la manera mas eficiente pero sobre todo por sus palabras de
aliento a continuar en los momentos de bajon.

A aquellos que han sido compafieros de camino durante la elaboracion de nuestras
tesis y demas trabajos. A Fatima y Edu por darme las primeras clases de
farmacologia y sus valiosos consejos. A Sonia y a Vanesa con las que he compartido
ensayos formando un equipo perfecto. A Maria Regueiro por ser tan especial y
aportarme esa inmensa alegria que le caracteriza.

A Belén por conseguir que levantara la vista de la pantalla sacandome una sonrisa.

A la Xunta de Galicia por la ayuda econdémica con la concesion del contrato Maria
Barbeito y la ayuda para realizar mi estancia.

A mis amigas por su amistad y consejos y por seguir ahi a pesar de mi constante
ausencia en los ultimos meses. A Concha por sus consejos de redaccion. A Yoli por
estar siempre ahi, para celebrar los buenos momentos pero sobre todo para apoyarme
en los momentos dificiles y ayudarme a ver la luz aun cuando estaba inmersa en un
pozo.

A mi familia y a mis padrinos por vuestro carifio y apoyo incondicional. A mis
padres por trasmitirme unos valores y unos principios con una gran dosis de amor,
asi como por confiar siempre en mi mostrandome vuestro apoyo infinito. A mi madre
por su lucha inagotable para que yo pudiera perseguir mis sueflos sin venirme abajo.
A la familia de César por su carifio y por hacerme sentir como una mas desde el
primer dia. A Maria y a Raquel por poder contar siempre con vosotras. A los peques,
Alex y Yeray, porque con vuestras pequefias sonrisas hacéis que todo sea especial.

A César por su paciencia, su comprension, su apoyo, su confianza y sobre todo por

su amor infinito que consigue siempre hacerme ver las cosas de otra manera.

Maria



A mimadre

A César






Indice

INDICE
JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS........cooooovioiiiiiieeeeeeeeean. 1
JUSTIFICACION ...t 3
HIPOTESIS ....ccooooitmiitiieeis ettt 6
OBUJETIVOS ..ottt ettt et ettt et e et e bt e b e eneesseensesneens 6
INTRODUCCION .....cooooiiiiiiiiie ittt 9
[.  ESQUIZOFRENIA......cootittiiteeee ettt 11
STNTOMIAS. ..ttt ettt e et e et e st e et e et e s e s 11
Diagnostico Y €VOIUCION .....cueeiuiieiiieiiieiie ettt e 12
210 (oY o4 - H PSP 18
TTALAIMICIITO ...ttt st sttt e ae e 20
Tratamiento farmacolOZICO.......cccuviiiiuiieiiieeciie ettt e 21
Intervenciones PSICOSOCIAIES ... ...ccuiiiiierieeiieiie ettt 27
NEUTODIOIOZIA ...vvieiiiieciie ettt e st e e e raeeereeesnneeas 28
II. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRS).......coevevereeannn.. 30
Estructura y vias de sefalizaCion ...........cccueeecuiieriiieniieeciee e 31
Modelos de activacion como desplazamientos de equilibrios conformacionales.. 35
ALOSEETISITIO ...ttt ettt ettt e st e e bt e eabeeneas 39
OlIZOMETIZACTION. .....eeeuvieiieeiiieeiie ettt et eite et e ete et e s e e aeesbeessaeesseessnesnseesanaans 40
RECEPIOT Dttt e e e et e e e e e e e naas 42
ReECEPIOT SHT oA toeuveieeiiieeieee e et 45
II. REELINA ...ttt ettt et sttt ettt e seebeeneesneeneas 47
Estructura del gen y de la proteina reelina..........ccoeeveeiienieiiieniieiiieiieeie e 48
Vias de sefializacion de 1a reelina.........oceevoeeeiiiiiiiiiiiiiiiceee e 50
FUNCION ..ottt 54
La reelina en la eSqUIZOTIenia ........ccccuvieeiieeiiiiieeiee ettt 56
IV. MODELOS ANIMALES DE ESQUIZOFRENIA ........cccciiiiiiieieieeieeee 60
El raton heterocigoto reeler como modelo animal de esquizofrenia ..................... 63
MATERIALES Y METODOS ........oooviiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 67
Lo ANIMALES . ...ttt sttt 69
II. DETERMINACION DEL GENOTIPO .........cccooviivieeieeeeeeeeeeeeeeeees e, 70
Extraccion de ADN SENOMICO ........cccuieriieiiiieriieeieeniie et esiteereeseteeieesaeeeeseeseaesnseens 70
PCR (“polymerase chain reaction™).........ccccecveeeeiuieeriiieeniieenieeeeeeeireeeveeeevee e 70
Electroforesis de ADN.......ccciiiiiiiiiiiieeiieteee ettt e 71
III. ENSAYOS DE UNION DE RADIOLIGANDOS ........cccoovviviieeeeeesereseennnen. 72
Ensayos de SAtUTACION ........ccuieriieiieriieeiieete ettt ettt et eteesaaeens 72
Ensayos de COMPELICION. .........eiiiiiieiiieeciie ettt ae e e e e s 72
Analisis de 108 reSUItadOS. ......eevvieiiiieiieie e 75
Estudios de caracterizacion de receptores D, Y 5-HT,4 en membranas
de estriado y de corteza frontal..............ccoocuieiiieiiiiniiiiiiee e 76
Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado...........cceeeeveeneeen. 76

Ensayos de saturacion por la unidn a receptor D, en estriado...........ccceeeenneene 76



Indice

Ensayos de saturacion por la union a receptor 5-HT,4 en corteza frontal ......... 77

IV. ENSAYOS FUNCIONALES DE [*>STGTPYS ... oo, 78
Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado..........ccceeveveeveeeiennee. 81
Ensayo de union de [5STGTPYS oo eeeeese e 82
V. TRAMIENTO CON HALOPERIDOL EN RATONES REELER ..................... 83
ANTMALES ..ttt et sttt 83
Tratamiento 24 NOTAS ........coiiriiiiiriieieeeee ettt s 84
Tratamiento 15 dIas ...c..ooiiiiiiiiiiee e 84
Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado........c.ccecvevverieenennee. 85
Ensayos de saturacion por la union a receptor D; en estriado..........cceevvveeeneennnee. 85
Ensayos de saturacion por la union a receptor 5-HT»4 en corteza frontal ............. 85
VI. ENSAYOS EN SINAPTOSOMAS......ooioieeeeeee et 86
Aislamiento y purificacion de SINaptoSOMAS ..........cecveerveerieerieenieeniienreenieeereeenes 86
Preparacion de las membranas de sinaptoSOmas ...........occveeeeveeeceveeecveesveeenenennn 87
Ensayos de union de radioligandos en sinaptosomas de ratdn SWiss..................... 87
Ensayos de saturacion por la union a receptor Dy ...cevvveeevveeeiieeciiecieecieeeen 87
Ensayos de competicion por la union a receptor Dy.......oeevveiieiiiiniienciiiniienn, 88
Ensayos de saturacion por la union a receptor S-HT2a coocvveevveeecieeecieeciieee. 89
Ensayos de competicion por la union a receptor S-HT2a .ooveveeererienienieniencene &9
Ensayos en sinaptosomas de raton reeler ...........cccveevvveeeriieeniieeciie e 90
Preparacion de los sinaptosomas para microscopia electronica..........c..ceueuee.e. 90
Ensayos de unidn de radioligandos en sinaptosomas de raton reeler................. 91

VIL ANALISIS ESTADISTICO ....uccourierriinrrirereereseinessseesesessssesessssssseessseseens 96
VIIL.REACTIVOS UTILIZADOS ......ooiieieiee ettt 97
Reactivos utilizados en la preparacion de tampones ...........eeceeveererreereenieereeneene 97

Reactivos farmacolédgicos utilizados en los ensayos de union de radioligandos....97

RESULTADOS ...ttt ettt ettt s e st e e eneenneenees 99
I. ESTUDIO DE EXPRESION DE RECEPTORES EN HOMOGENADOS
DE CEREBRO DE RATON ......oouiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e 101
EStudios €n ratOn SWISS ....c..cevuiriiriiriieieniieieetesiteste ettt ettt 101
Caracterizacion del receptor D, de dopamina en el estriado...........ccceeeuneeeeee. 101
Caracterizacion del receptor 5-HT»a de serotonina en la corteza frontal......... 102
Estudios en ratOn 1€eler ..........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 103
Determinacion del ZEnotipo .........oceeeiieriieeiiienieeieee e 104
Ensayos de unién de radioligandos en membranas de estriado y
de corteza frontal ..........coouiiiiiiiiiiii e 105
II. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD EN EL ACOPLAMIENTO
A LAS PROTEINAS Gttt 108
Estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G del receptor
D, de dopamina en el estriado .........covveeuieiiiiiieiii e 108
Estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G del receptor
5-HT,a de serotonina en la corteza frontal..............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 109

III. ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE
RECEPTORES POR EL TRATAMIENTO CON EL ANTIPSICOTICO

HALOPERIDOL ......ooitiiiiiiieiieientee ettt 111
Tratamiento 24 NOTAS .......cveiiiuiieeiiieciie ettt et e e e et e e et e e s reeesaeeeenseeenes 111
Ensayos de saturacion de la unién a receptor D; en el estriado ....................... 111

Ensayos de saturacion de la union a receptor 5-HT»4 en la corteza frontal .....114



Indice

Tratamiento 15 dias ......occooviiiiiiiiiini e 116
Ensayos de saturacion de la union a receptor D; en el estriado....................... 116

Ensayos de saturaci(:)n de la unidn a receptor 5-HT,4 en la corteza frontal .... 119
IV. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE LOS

RECEPTORES D; Y 5-HT24 EN SINAPTOSOMAS ....ccoooiiiieiiiieieeeeene 122
Caracterizacion del receptor D, de dopamina en sinaptosomas ............c.ceeeveeeeene 122
Caracterizacion del receptor 5-HT,4 de serotonina en sinaptosomas.................. 123
Andlisis comparativo de la expresion de los receptores Doy 5-HTaa
en funcion de los niveles de reelina...........ooeeveeiiriiiiiiinieeee e 124

Microscopia electronica de sinaptosomas de raton reeler ............cccoeveeenneene. 124

Ensayos de union de radioligandos en sinaptosomas de raton reeler .............. 125

V. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS CONFORMACIONALES

DE LOS RECEPTORES D, Y 5-HTza EN SINAPTOSOMAS .......ccceeienneee 132
Estudios en sinaptosomas de ratdn SWiSS.........coceevverrueriineriienieneeieeeeneeeeeeens 132

Caracterizacion conformacional del receptor D, de dopamina en

SINAPLOSOMAS ....veeneieiteentieeiteeteeeeteeteeeaeeeteeeateeseesaseeseesnseeseesnseenseesnseenseennseans 132
Caracterizacion conformacional del receptor 5-HT;4 de serotonina en
SINAPLOSOMIAS ....eveentieiieentieeiteeteeeiteeteeeateeteeenbeesseesnseeseesnseeseesaseenseesnseenseesnseans 135
Estudios en sinaptosomas de raton reeler ...........coevvvevieeeiienieecieenieeieeeeeeeenn 139
Caracterizacion conformacional del receptor D, de dopamina en
SINAPTOSOIMAS ...eeuvrreeniieeeireeeiteeeiteeeseseeesreessreeesreesssseesssessseeesseessseessseeennses 139
Caracterizacion conformacional del receptor 5-HT4 de serotonina en
SINAPTOSOIMAS ...eevvreeenereeeireeeireeeereeeseseeesreessreessreesssseesssessseeesseesssseessseeesnnes 142
DISCUSION .....coooooiiiiiiriiieeeiieseeisse s eese s ses s 149
CONCLUSIONES ...ttt 167

BIBLIOGRAFIA ..o 171



Indice

INDICE DE FIGURAS
Figura 1: Evolucién de la esquizofrenia con las fases de la enfermedad................. 16
Figura 2: Heterogeneidad fenotipica de la esquizofrenia..........cccceeveveriienvennenee. 18
Figura 3: Receptoroma de 10s antipSICOtICOS .......cccvreerieeerireeiiieeeiieeeiieeeieeeeiee s 27
Figura 4: Representacion de la estructura de la rodopsina..........ccceeevevvevienvennenee. 33
Figura 5: Representacion esquematica de los diversos mecanismos de

sefializacion de 108 GPCRS .......cocooviiiiiiiniiiiteeceee e 35
Figura 6: Modelos cinéticos de activacion de GPCRS. ..........ccccvevviiiiiciieeiiiecie, 37
Figura 7: Esquema de la proteina reelina. ..........ccceevueieiienieniienieeieeeecie e 49
Figura 8: Representacion esquematica de las vias de sefializacion de la

reelina y sus posibles efeCtoS......cuivviiriiiiiieniieiiee e 53
Figura 9: Desarrollo del plato cortical normal y en el reeler .........cccoeeevveevieeennenns 55

Figura 10:

Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Distintas poblaciones de interneuronas GABAérgicas expresan

reelina que actua en las espinas dendriticas de las neuronas

PITAMIAALES.....oouviiiiieiiecie et 59
Microfotografias de dendritas de neuronas piramidales de ratén

homocigoto reeler , heterocigoto y wild type ........cccoeeveveveceienveniiiennnns 65
Estructura quimica de los fArmacos utilizados en los ensayos de
COMPETICION. ..evieniiieiiieiieeiterite et esiee et et e et eeseaeeteesabeebeessbeenseesaseenseenens 73
Estructura quimica de las herramientas farmacologicas sintetizadas

por el grupo de los Dres. Ravifia y Masaguer...........ccccceeeeeiienveenieennnenns 74

Ciclo de activacion-desactivacion de las proteinas G

heterotriméricas tras la interaccion de un agonista con el GPCR en
condiciones normales y en un ensayo de [*°SIGTPYS.....coveveevereeeeeeenn. 80
Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de estriado de ratdbn SWiss.........cccceeevveerveenns
Curva de unién especifica de [’H]-LSD en el receptor 5-HT, de
serotonina en membranas de corteza frontal de raton Swiss.................
Ratones B6C3Fe reeler (HZ) portadores de una mutacion

autosodmica recesiva espontanea en el gen de la reelina. Productos
amplificados por PCR a partir de ADN gendmico de raton
homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT)..............
Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de estriado de raton heterocigoto reeler
(HZ) y Wild 1yPe (W) ittt
Curva de union especifica de [3H]-LSD en el receptor 5-HT,, de
serotonina en membranas de corteza frontal de ratén heterocigoto
reeler (HZ) y Wild type (WT)...coouee ettt
Estimulacion de la unién de [3SS]GTPyS por dopamina 100 uM en

el receptor D, en membranas de estriado de ratones heterocigoto
reeler (HZ), wild type (WT) Y SWISS. .ocueeeiiierieeiieieeieeiie e 109
Estimulacion de la unién de [*>S]GTPyS por DOI 100 uM en el

receptor 5-HT,4 en membranas de corteza frontal de ratones

heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y Swiss
Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler
(HZ) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con



Indice

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Figura 30:
Figura 31:
Figura 32:
Figura 33:
Figura 34:

Figura 35:

Figura 36:

haloperidol (0.2 mg/kg), wild type (WT) tratados con vehiculo

(salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) .......... 112
Densidad (Bpax) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina

en membranas de estriado de los cuatro grupos de tratamiento............. 113
Curva de unién especifica de [*’H]-LSD en el receptor D, de

dopamina en membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler

(HZ) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con
haloperidol (0.2 mg/kg), wild type (WT) tratados con vehiculo

(salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) .......... 114
Densidad (Bmax) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT»4 de

serotonina en membranas de corteza frontal de los cuatro grupos de
tratamiento
Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler

(HZ) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con
haloperidol (0.2 mg/kg), wild type (WT) tratados con vehiculo

(salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg)

AUrante 15 dias ......eeeueeriieiieieee e 117
Densidad (Bpax) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina

en membranas de estriado de los cuatro grupos de
tratamiento..............cooeeeennn.. 118

Curva de union especifica de [3H]—LSD en el receptor 5-HT»4 de
serotonina en membranas de corteza frontal de ratones heterocigoto
reeler (HZ) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10 g), HZ tratados

con haloperidol (0.2 mg/kg), wild type (WT) tratados con vehiculo
(salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg)

dUrante 15 dias. ...ooeereerieieeeeee e 120
Densidad (Bmax) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT»4 de

serotonina en membranas de corteza frontal de los cuatro grupos de

TLALAMNICTIEO ...ttt ettt et e ettt et et aeesaeean 121
Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de sinaptosomas de raton Swiss.................... 122
Curva de union especifica de [3H]-LSD en el receptor 5-HT;4 de
serotonina en membranas de sinaptosomas de raton Swiss................... 123
Microfotografias de SiNaptoSOMAas. .........c.eevveervreriiesiieeniieeieenieeieeneeens 124

Curva de union especifica de [’H]-espiperona en el receptor D, de
dopamina en membranas de sinaptosomas de raton homocigoto

reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT). c.coovvevviieiiiiiiiee. 126
Densidad (Bpax) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina

en sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto

(HZ) Yy Wild 1tyP€ (W'T) weeeeeieeeeeeeeee ettt e 127
Curva de union especifica de [’H]-ketanserina en el receptor

5-HT, de serotonina en membranas de sinaptosomas de raton
heterocigoto reeler (HZ) wild type (WT) ..cooeeiiieiiiiiiieeeeee 128
Curva de union especifica de [3H]-LSD en el receptor 5-HT;4 de
serotonina en membranas de sinaptosomas de raton homocigoto

reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT) c..coeevveevieieeiieienenn 130



Indice

Figura 37:

Figura 38:

Figura 39:

Figura 40:

Figura 41:

Figura 42:

Figura 43:

Figura 44:

Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

Densidad (Bmax) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT,4 de

serotonina en sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL),
heterocigoto (HZ) y wild type (WT)...coooveeecieeeiieeieeeieeeeeeeee e 131
Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol, Clozapina,
Risperidona frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina

en membranas de sinaptosomas de ratdn SWiss ........ccccceeeverveneeneennne. 133
Curva de competicion de los compuestos: QF1004B, QF0108B,
QF0703B frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina

en membranas de sinaptosomas de ratdn SWISs .........cccceeeveerveeiveennenns 134

Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol, Clozapina,
Ketanserina frente a ["H]-LSD en el receptor 5-HT;4 de serotonina

en membranas de sinaptosomas de ratdon SWiss. .......ccccceceereerierieneenne. 136
Curva de competicion de los compuestos: QF1004B, QF0108B,
QF2004B frente a [3H]—LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina en
membranas de sinaptosomas de raton SWISS. ........cceeeevrerieerveerreenveennen. 137
Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol, Clozapina,
Risperidona frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina

en membranas de sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ)....... 140
Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B)

Clozapina, Risperidona frente a ["H]-espiperona en el receptor D,

de dopamina en membranas de sinaptosomas de raton wild type

(WT)
Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol, Clozapina,
Risperidona frente a [3H]—LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina

en membranas de sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ)....... 143
Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol, Clozapina,
Risperidona frente a ["H]-LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina

en membranas de sinaptosomas de raton wild type (WT). .....cccccuvenneen. 144
Curva de competicion de los compuestos: Haloperidol y

Risperidona frente a [3H]—LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina

en membranas de sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ)

en ausencia y en presencia de 100 uM de Gpp(NH)p.. .ccveevververvencnnee. 146
Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol y B)
Risperidona frente a [3H]—LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina

en membranas de sinaptosomas de raton wild type (WT) en

ausencia y en presencia de 100 pM de Gpp(NH)p. ...covvervvenivriienicnneenne. 147
INDICE DE TABLAS
Tabla 1:  Criterios de diagndstico de la esquizofrenia DSM-IV-TR ...................... 14
Tabla 2:  Criterios de diagndstico de la esquizofrenia ICD-10...........cccoevereennnee. 15
Tabla 3: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unioén a receptor D,

en membranas de eStriado. .........ceceeieiiiiiiiininine 77
Tabla 4: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unién a receptor

5-HToa €n corteza frontal. .....coovvmmmneeeeeeeeeeeeeee e 78
Tabla 5: Tabla resumen del ensayo de union de [*SIGTPYS. oo, 83
Tabla 6: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unién a receptor D,

en sinaptosomas de ratOn SWISS.......ccceevueerierienierienienieeieneene et 87



Indice

Tabla 7:

Tabla 8:

Tabla 9:

Tabla 10:

Tabla 11:

Tabla 12:

Tabla 13:

Tabla 14:

Tabla 15:

Tabla 16:

Tabla 17:

Tabla 18:

Tabla 19:

Tabla 20:

Tabla 21:

Tabla 22:

Tabla 23:

Tabla 24:

Tabla 25:

Tabla 26:

Tabla 27:

Tabla 28:

Tabla 29:

Tabla resumen del ensayo de competicion por la unién a receptor

D, en sinaptosomas de ratdn SWiSS.......cccueevueeeriienieeiiienie e sie e 88
Tabla resumen del ensayo de saturacion por la union a receptor

5-HT,4 en sinaptosomas de ratdn SWiSS. .......cceeeeeeieenieiiiienieeiienieeieens 89
Tabla resumen del ensayo de competicidon por la union a receptor

5-HT,4 en sinaptosomas de ratdn SWiSS. .......cceeeueereenieeniienieenieenieeaeens 90
Tabla resumen del ensayo de saturacion por la union a receptor D,

en sinaptosomas de raton reeler. .........ooooeeriiiiiiniieiienie e 92
Tabla resumen del ensayo de competicion por la union a receptor

D, en sinaptosomas de ratOn reeler. ........covvuierieiiiienieeiieie e, 93
Tabla resumen del ensayo de saturacion por la union a receptor

5-HT,a en sinaptosomas de ratdn reeler. .........occeeeeeiiiiiienienieenieeens 94
Tabla resumen del ensayo de competicidon por la union a receptor

5-HT,4 en sinaptosomas de ratdn reeler. ........coovveeveenieeiiienieeieenieeieans 95

Tabla resumen del ensayo de competicidon por la union a receptor
5-HT»a en presencia de Gpp(NH)p en sinaptosomas de raton reeler. .....96
Parametros de union (Bpax v Kp) de [*H]-espiperona en membranas

de estriado de TratON SWISS.......eeeiiiiiiiiiiiiiieee et 102
Parametros de union (Bn.x y Kp) de [3H]-LSD en membranas de

corteza frontal de ratdn SWISS. ......oovvvvviviiiiiiiiieeeeeeeeee e 103
Parametros de union (Bh.x y Kp) de [3H]-espiperona en membranas

de estriado de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT)............ 106

Parametros de union (Bh.x y Kp) de [3H]-LSD en membranas de
corteza frontal de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT)......107
Parametros de union (By.x y Kp) de [3H]-espiperona en membranas

de estriado de los cuatro grupos de tratamiento.............cccceeveerueennnnnne 113
Parametros de union (Bp.x y Kp) de [3H]-LSD en membranas de

corteza frontal de los cuatro grupos de tratamiento.............cccceevveenneenne 115
Parametros de union (Bn.x y Kp) de [3H]-espiperona en membranas

de estriado de los cuatro grupos de tratamiento............ccceceeveerreennnnnne. 118
Parametros de union (Bn.x y Kp) de [3H]-LSD en membranas de

corteza frontal de los cuatro grupos de tratamiento. ............cccceevveennennne 121
Parametros de union (Bh.x y Kp) de [3H]-espiperona en membranas

de sinaptosomas de ratOn SWiSS.......c..ceceeeereerierieneniienieneeieneenieeeens 123
Parametros de union (Bn.x y Kp) de [3H]-LSD en membranas de
SINAPtoSOMAS de ratON SWISS....cc.eevuireiriirieeienienieee et 124

Parametros de union (By.x y Kp) de [3H]-espiperona en

sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y

WILA YD (WT) ettt 127
Parametros de union (Bmax y Kp) de [3 H]-ketanserina en

sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) ....... 129
Parametros de union (Bmax Y Kp) de [3H]—LSD en sinaptosomas de

raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT).....131
Afinidad (K y pKj) por el receptor D, de dopamina de

sinaptosomas de raton Swiss marcado con [*H]-espiperona de los
compuestos eSTUAIAAOS .......eeruiiriieiieiiieiie e 135
Afinidad (K y pKj) por el receptor 5-HT»4 de serotonina de

sinaptosomas de raton Swiss marcado con [*H]-LSD de los

comPUEStOS ESTUAIAAOS ......veerviiriieiiieieeie et 138



Indice

Tabla 30:

Tabla 31:

Tabla 32:

Tabla 33:

Tabla 34:

Afinidad (K y pKj) por el receptor D, de dopamina de

sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT)

con [*H]-espiperona de los compuestos estudiados................o.euene..... 142
Afinidad por el receptor 5-HT»4 de serotonina de sinaptosomas de

raton heterocigoto reeler (HZ) con ["H]-LSD de los compuestos
ESTUAIAAOS ...enieeiieie e 145
Afinidad por el receptor 5-HT;4 de serotonina de sinaptosomas de

raton wild type (WT) con [*H]-LSD de los compuestos estudiados...... 145
Afinidad por el receptor 5-HT;4 de serotonina de sinaptosomas de

raton heterocigoto reeler (HZ) con [*H]-LSD de los compuestos
estudiados en ausencia o en presencia de 100 uM de Gpp(NH)p ......... 147
Afinidad por el receptor 5-HT»4 de serotonina de sinaptosomas de

raton wild type (WT) con ["H]-LSD de los compuestos estudiados

en ausencia o en presencia de 100 uM de Gpp(NH)p. ..covvevverveneenennee. 148



Relacién de abreviaturas

ABREVIATURAS

ug: Microgramo

pl: Microlitro

pm: Micrémetro o micra
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B-AR: Receptor adrenérgico beta

o5 Receptor adrenérgico o,

oy Receptor adrenérgico a,

5-HT,;-5-HT-: Receptores de serotonina 1 a 7

5-HTja: Receptor de serotonina del subtipo 1A

5-HT;a: Receptor de serotonina del subtipo 2A

5-HT,c: Receptor de serotonina del subtipo 2C

°C: Grados Celsius

AC: Adenilato ciclasa

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFM: Atomic Force Microscopy (Microscopia de fuerza atomica)

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ApoER2: Receptor de apolipoproteina E 2
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ARNm: Acido ribonucleico mensajero
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BRET: Bioluminescence Resonance Energy Transfer (Transferencia de
energia de resonancia bioluminiscente)

BSA: Bovine serum albumin (albumina de suero bovino)

BT: Total binding ( Unién total)

BZP: Benzodiacepina

Ca™": Ion calcio

CaCl,: Cloruro de calcio

CB: Receptores de cannabinoides

Ci: Curio

CIsoI

Concentracion inhibitoria del 50 %



Relacion de abreviaturas

Cl:

cm:
COy:
COMT:
CR:
CREB:
Dq:

D;:

Dj:

Dy:
Dab1:
DAG:
DAT:
DISC1:
DLPFC:
DMS:
DMSO:
DNMT1:
dNTPs:
DOI:
Dominio PI/PTB:

dpm:
DSM-IV-TR:

DTNBP1:
DTT:

el, e2, e3:
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Receptor de dopamina 1

Receptor de dopamina 2

Receptor de dopamina 3

Receptor de dopamina 4

proteina adaptadora disabled 1
Diacilglicerol

Transportador de dopamina

Disrupted in schizophrenia 1

Corteza dorsolateral prefrontal
Diferencia menos significativa

Dimetil sulfoxido

ADN metiltransferasa 1
Desoxirribonucleotidos trifosfato
(+)-2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine
Dominio phosphotyrosine interaction/phosphotyrosine binding
(Dominio de interaccion con fosfotirosinas/de unién con
fosfotirosinas).

Desintegraciones por minuto

Manual de diagnoéstico y estadistica de las enfermedades mentales
de la American Psychriatric Association
Disbindina

DL-dithiothreitol

lazos extracelulares 1, 2 y 3
Ethylenediaminetetraacetic acid

Error estandar de la media

Factor de crecimiento epidérmico

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid
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EP: Receptores de la prostaglandina E,

F: Fltor

fmol: Fentomol

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer (Transferencia de

energia por resonancia de fluorescencia)

FSH: Hormona foliculo estimulante

g: Gramo

g: Unidad relativa de medida de aceleracion
GABA: Acido gamma-aminobutirico

GADgs: Descarboxilasa del acido glutamico de 65 kDa
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GAP: Proteina aceleradora de la actividad GTPasa
GDP: Guanosin difosfato

GEF: Factor intercambiador de nucleo6tido de guanina
GPCR: G protein coupled receptor (Receptor acoplado a proteina G)
Gpp(NH)p: Guanosina 5'-(B,y-imido) trifosfato

GRM3: Receptor metabotrdpico de glutamato 3
GSK3p: Glucogeno sintasa cinasa 3 beta

GTP: Guanosin trifosfato

GTPasa: Guanosin trifosfatasa

[**SIGTPyS: [*°S]-guanosina 5'-O-(gamma-tio) trifosfato

H: Hidrogeno

h: Hora

H1: Receptor histaminérgico 1

H,;NaPO4.2 H,0O: Dihidrégeno fosfato de sodio dihidratado

HCI: Acido clorhidrico

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
HZ: Raton heterocigoto reeler (Reln +/-)

i1, i2,i3: lazos intracelulares 1,2 y 3
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K;: Constante de inhibicion

LH: Hormona luteinizante

LIMK: LIM cinasa 1

LPA: Acido lisofosfatidico

LSD: Dietilamida de éacido lisérgico

LTD: Long- term depression (Depresion a largo plazo)
LTP: Long-term potentiation (Potenciacion a largo plazo)
M: Molaridad o concentracion molar

Mi1: Receptor muscarinico 1

M2: Receptor muscarinico 2

Ma3: Receptor muscarinico 3

M4: Receptor muscarinico 4

MDMA: 3,4-metilendioximetamfetamina
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MgCl, . 6 H,O: Cloruro de magnesio hexahidratado

mGlu: Receptores metabotropicos de glutamato
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mTOR: Mammalian Target of Rapamycin
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PET:

PFA:
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Esfingosina 1-fosfato
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Sistema Nervioso Central
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Single photon emission computed tomography (Tomografia
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JUSTIFICACION

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave y relativamente frecuente
caracterizada por una distorsion de los procesos del pensamiento, la percepcion y las
respuestas emocionales. Esta enfermedad se manifiesta basicamente como una
mezcla de signos y sintomas caracteristicos, que afectan a multiples procesos
psicoldgicos asocidndose asi con diversos tipos de discapacidades funcionales,
disfuncion social y ocupacional. Se asocia con un aumento de la mortalidad, del
riesgo de suicidio y violencia, del abuso de sustancias y de la morbilidad de otras
condiciones médicas como la enfermedad cardiovascular y la diabetes entre otras
(Para revision ver la serie Keshavan y cols., 2008; Tandon y cols., 2008a; Tandon y
cols., 2008b; Tandon y cols., 2009; Tandon y cols., 2010). Por todo ello y como
consecuencia de la penetracion y gravedad de los déficits asociados asi como del
curso a lo largo de la vida, la esquizofrenia se considera una de las enfermedades
psiquiatricas mas discapacitantes con efectos profundos en los individuos afectados y
en sus familias. Ademds, supone una carga econdmica enorme en términos de
hospitalizacidon, tratamiento cronico, rehabilitacion y pérdida de productividad.

Se han desarrollado distintas hipdtesis que intentan explicar la etiologia y
fisiopatologia de la esquizofrenia. Algunas de ellas implican alteraciones en distintos
sistemas de neurotransmision, particularmente en los sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico y glutamatérgico. En adicién a estas hipotesis, distintas lineas de
evidencias llevaron a postular la hipétesis del neurodesarrollo segun la cual la
esquizofrenia podria implicar un proceso patologico durante el desarrollo cerebral
temprano que conducen a la activacion de circuitos neuronales alterados durante la
adolescencia que originan la emergencia de los sintomas de la enfermedad (Fatemi y
Folsom, 2009; Miyamoto y cols., 2003).

A dia de hoy la esquizofrenia se considera una enfermedad compleja, de
herencia no mendeliana, poligénica, con multiples polimorfismos genéticos comunes
cada uno de los cuales contribuye a un pequefio efecto de susceptibilidad a la
enfermedad y con importantes influencias ambientales. Las exposiciones de riesgo

especifico y como interactuan estos factores para causar la esquizofrenia es un
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mecanismo actualmente desconocido, lo que limita nuestra comprension etioldgica
de la enfermedad.

Los farmacos antipsicéticos constituyen la primera linea de eleccioén en el
tratamiento farmacolédgico de la esquizofrenia, y aunque son altamente eficaces en
controlar algunos sintomas de la enfermedad, como las alucinaciones y los sintomas
positivos en general, son menos eficaces respecto a otros sintomas como los
negativos y los cognitivos. Es conocido que estos farmacos, descubiertos
inicialmente por serendipidad interaccionan con distintos receptores tanto a nivel
presindptico como postsinaptico. En este sentido entre las dianas terapéuticas mas
aceptadas de los farmacos antipsicoticos se encuentran los receptores D, de
dopamina y 5-HT,n de serotonina que son receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs). Actualmente se sabe que estos receptores existen en un equilibrio
dindmico entre distintas conformaciones que se pueden relacionar con distintos
comportamientos funcionales de los GPCRs. Los comportamientos de los GPCRs
(interaccion con multiples proteinas G y con otras proteinas, internalizacion y
oligomerizacion) influyen en su respuesta farmacoldgica, siendo uno de los mayores
retos en la farmacologia de receptores el conocimiento y la aplicacion terapéutica de
los mecanismos moleculares por los cuales los farmacos regulan diferencialmente las
vias de sefializacidn mediadas por los GPCRs. La expresion de los receptores en los
terminales sinapticos estd condicionada por multiples factores, entre ellos se ha
descrito que la proteina reelina modula la densidad de las espinas dendriticas y la
agrupacion proteica en su membrana. Los receptores dopaminérgicos y
serotonérgicos, entre otras proteinas situadas en los terminales sinapticos, pueden ver
afectadas tanto sus caracteristicas conformacionales como funcionales.

La reelina es una glicoproteina de la matriz extracelular que regula la correcta
migracion de las neuronas y la formacion de las capas corticales durante el desarrollo
embrionario (Huang, 2009) y modula la plasticidad sinaptica y el crecimiento
dendritico en el adulto (Herz y Chen, 2006; Niu y cols., 2004). Se ha descrito que en
la esquizofrenia los niveles de esta proteina estan disminuidos en un 50 % en varias
estructuras cerebrales (Guidotti y cols., 2000; Impagnatiello y cols., 1998) y esta
disminucién se considera uno de los hallazgos mas consistentes en el tejido cerebral

postmortem en esquizofrenia (Torrey y cols., 2005). En base a esta reduccion de la
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proteina reelina y a la modificacién de otras proteinas sinapticas se ha propuesto la
alteracion de la conectividad sindptica como una caracteristica neuropatologica de la
esquizofrenia que seria compatible con un origen del neurodesarrollo para la
esquizofrenia (Eastwood y cols., 2003).

A pesar de los intensos estudios realizados y de los grandes avances de los
ultimos afos, la heterogeneidad fenotipica, fisiopatologica y etioldgica de la
esquizofrenia junto con las limitaciones tecnoldgicas han limitado el conocimiento
de los mecanismos que operan en el desarrollo de esta enfermedad por lo que todavia
es necesaria una investigacion basica que permita conocer los mecanismos
fisiopatologicos para desarrollar tratamientos mas efectivos. Todos estos
condicionantes junto con la presencia de sintomas tipicos de la condicién humana
han dificultado la obtencién de un modelo animal que reproduzca todos los aspectos
de la enfermedad. Esto ha dado lugar al desarrollo de distintos modelos animales
para probar distintas hipdtesis o mecanismos fisiopatologicos especificos mas que
intentar imitar completamente el desorden humano (Marcotte y cols., 2001).

Uno de estos modelos es el raton heterocigoto reeler que presenta una
mutacion autosomica recesiva en el gen de la reelina (Reln) que resulta en una
disminucion de aproximadamente el 50 % de la cantidad de esta proteina (Tueting y
cols., 1999), lo que convierte al raton heterocigoto reeler en un modelo animal para
evaluar el papel de esta disminucion del 50 % de la reelina en la psicosis humana.
Ademas este raton presenta varias alteraciones neuroquimicas y neuroanatomicas
similares a las descritas en pacientes esquizofrénicos entre las que se incluyen: una
disminucién de la expresion de la descarboxilasa del acido glutdmico de 67 kDa
(GAD¢7), una reducciéon del neuropilo, un aumento de la densidad de
empaquetamiento neuronal y una disminucion de las espinas dendriticas (Costa y
cols., 2001). Estos cambios en los terminales sinapticos podrian condicionar las
distintas poblaciones de las proteinas receptoras relacionadas con la farmacologia de
la esquizofrenia.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la presente Tesis Doctoral hemos
considerado de interés evaluar si el ratdn heterocigoto reeler, propuesto como
modelo animal de esquizofrenia por su nivel disminuido de expresion de reelina

similar a los pacientes, presenta alteraciones en las caracteristicas de los receptores
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D; y 5-HT,s, implicados en la farmacologia de la esquizofrenia, tanto en su
expresion como en su funcionalidad y en la distribucion conformacional en las

espinas dendriticas alteradas en el modelo heterocigoto reeler.

% La reelina que esta disminuida en un 50 % en pacientes esquizofrénicos, condiciona
la expresion proteica en los terminales sinapticos, donde se encuentran los receptores

implicados en la farmacologia de la esquizofrenia.

v¢ Existe un modelo de raton (heterocigoto reeler) que de forma natural tiene

disminuida en un 50 % la expresion de la proteina reelina.

HIPOTESIS

La expresion de la reelina podria influir en los receptores implicados en la
farmacologia de la esquizofrenia, siendo el raton heterocigoto reeler un buen modelo

para su estudio.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar farmacoldgicamente los receptores D, y 5-HT,a, relacionados
con las acciones de los actuales farmacos antipsicoticos, en el raton heterocigoto

reeler.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar comparativamente la densidad de los receptores D, y 5-HT,4 en
cerebro de ratones con distinta expresion de reelina en funcidon de sus
genotipos (raton Swiss, raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT)).

2. Definir la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G de los
receptores D, y 5-HT,4 en funcion del nivel de expresion de reelina en

dichos genotipos.
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3. Determinar la regulacion de los receptores D, y 5-HT,4 ejercida por el
antipsicotico haloperidol en relacion con los niveles de expresion de
reelina en los ratones.

4. Poner a punto un modelo de estudio en los terminales sinapticos
(sinaptosomas) para una caracterizacion farmacoldgica detallada de los
receptores D, y 5-HT»4 en el modelo de raton reeler.

4.1 Poner a punto un método de caracterizacion de los
receptores en sinaptosomas.

4.2 Analizar comparativamente la expresion de los
receptores D, y 5-HT4 en sinaptosomas en funcioén de
los niveles de expresion de reelina en los ratones.

5. Estudiar la influencia de la expresion de reelina en las caracteristicas
conformacionales de los receptores D, y 5-HT,5 en sinaptosomas de

ratones heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT).
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Introduccion

I. ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia (del griego, schizo: «division» o «escision» y phrenos:
«mente»), es una enfermedad mental crénica y grave que se caracteriza por una
pérdida de contacto con la realidad (psicosis) y una disminucién en el desarrollo
general de las funciones cerebrales.

En un metaanalisis se observa una incidencia media de la esquizofrenia
(proporcion de casos nuevos por unidad de tiempo) de 15.2/100,000/atio (McGrath y
cols., 2004), sin observarse diferencias entre las distintas regiones del mundo o segin
las condiciones econdmicas de los paises (Saha y cols., 2006). Este estudio revela,
sin embargo, un aumento del riesgo de desarrollar la enfermedad asociado a un
determinado entorno urbano, migracion y género masculino (McGrath y cols., 2004).
El riesgo de desarrollar la enfermedad a lo largo de la vida se estima entre un 0.3 y
2 % con una media de aproximadamente 0.7 % (Saha y cols., 2005), siendo este
riesgo mayor en hombres que en mujeres, observandose una relacion de riesgo
relativo hombre/mujer de 1.4 (Aleman y cols., 2003; McGrath y cols., 2004).

La prevalencia media a lo largo de la vida es de 4.0 por 1000 habitantes. La
mayor prevalencia se asocia con los paises desarrollados y la inmigracion, sin
observarse diferencias entre hombres y mujeres o asociadas a un entorno rural o
urbano (Bhugra, 2005; Saha y cols., 2005).

Es una enfermedad altamente incapacitante tanto a nivel laboral, familiar
como social (American Psychiatric Association, 2004) y se asocia con elevados
niveles de carga y coste social (Rice, 1999), ademas de con un incalculable dolor y
sufrimiento de los individuos (Barbato, 1998). Por ello, se ha descrito como la peor
de las enfermedades mentales (Tandon y cols., 2008b) y est4 entre las diez primeras

causas por enfermedad en el mundo (World Health Organization, 2001).

I Sintomas

Los sintomas de la esquizofrenia generalmente comienzan en la adolescencia

o en la edad adulta temprana y normalmente contintian a lo largo de la vida
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(Freedman, 2003). Estos sintomas se pueden dividir en tres categorias
fundamentales:

1. Sintomas “positivos” o psicoticos

2. Sintomas “negativos”

3. Deterioro cognitivo

Los sintomas positivos representan una version distorsionada o excesiva de
las funciones normales e incluyen: alucinaciones (pueden ocurrir en las cinco
modalidades sensoriales, aunque las auditivas son las mas comunes), delirios o
creencias falsas, lenguaje desorganizado y comportamiento raro (Thaker y Carpenter,
Jr., 2001; Wong y Van Tol, 2003)

Los sintomas negativos representan la disminucién o ausencia de las
funciones que estdn normalmente presentes e incluyen: alogia (disminuciéon de la
fluidez de ideas y del lenguaje), aplanamiento afectivo (disminucién de la capacidad
para expresar emociones), abulia (falta de motivacion para perseguir un objetivo) y
anhedonia (disminucion de la capacidad de experimentar placer) (Andreasen, 2000).

El deterioro cognitivo implica déficits en un amplio rango de tareas de
procesamiento de la informacion, entre las que se incluyen: pobreza de la funcion
ejecutiva (disminucion de la capacidad de procesar la informacion), reduccion de la
capacidad de atencion, asi como alteraciones de la memoria y del funcionamiento
intelectual general (Wong y Van Tol, 2003).

La presentacion clinica de la esquizofrenia es muy heterogénea, los sintomas
varian considerablemente de unos individuos a otros e incluso dentro del mismo

individuo a lo largo de las diferentes fases de la enfermedad (Barbato, 1998).

I Diagnostico y evolucion

Debido a la ausencia de una prueba diagnostica objetiva o de una patologia
especifica de la esquizofrenia, el diagnostico clinico actual se basa en el examen del
estado mental, normalmente a través de una entrevista clinica, y en la observacion
del comportamiento del paciente. El Manual de diagnostico y estadistica de las
enfermedades mentales (DSM-IV-TR) y Ila Clasificacion Internacional de

Enfermedades (ICD-10) son los dos sistemas de clasificacion de estas enfermedades
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aceptados actualmente como estandares para el diagnostico de la esquizofrenia
(Tabla 1 y 2) (American Psychiatric Association, 2000; World Health Organization,
1992).

Estos dos sistemas de clasificacion intentan explicar la heterogeneidad de la
esquizofrenia mediante la subclasificacion en los cinco subtipos “tradicionales”:
catatonica, desorganizada, paranoide, esquizoafectiva, indiferenciada y residual. El
ICD-10 incluye ademdas dos subtipos adicionales: simple y latente. Sin embargo,
estos subtipos tradicionales de la esquizofrenia presentan una utilidad limitada en la
clinica y en la investigacion, porque son inestables durante el curso de la enfermedad
y no discriminan con respecto al prondstico y respuesta al tratamiento de los
pacientes. Adicionalmente, no sirven para dar una explicacion a la heterogeneidad
etiologica y patofisiologica de la enfermedad.

Alternativamente, se ha propuesto un sistema que plantea delimitar los
hallazgos clinicos de la esquizofrenia en un rango de dimensiones: sintomas
positivos, sintomas negativos, desorganizacion, trastornos cognitivos, trastornos del
animo y trastornos motores. La severidad y proporcion relativa de los diferentes
complejos de sintomas (dimensiones) puede variar entre los pacientes y a lo largo del
curso de la enfermedad permitiendo discriminar con respecto al curso de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento (Tandon y cols., 2009). Estas dimensiones
podrian reflejar distintos procesos etiopatogénicos asociados con distintos factores de
riesgo y permitirian definir endofenotipos o “fenotipos intermedios”, entendidos
como déficits o variaciones bioldgicas cuantificables que servirian de indicadores de
la accidon de los genes en la predisposicion al desarrollo de la enfermedad de un
individuo, proporcionando asi una via de union entre la etiologia y la expresion
clinica y podrian mejorar el diagnostico. Ademas, estos endofenotipos permitirian
definir especificamente dianas moleculares para el desarrollo de farmacos y
ayudarian a reducir la heterogeneidad identificando subgrupos homogéneos de

pacientes con una patofisiologia, sintomas y déficits funcionales similares.
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Tabla 1: Criterios de diagnéstico de la esquizofrenia DSM-IV-TR. (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition, Revision del texto. American
Psychiatric Association, 2000).

A. Sintomas caracteristicos: Dos (o mas) de los siguientes, cada uno presente durante un
periodo significativo de tiempo, durante un periodo de un mes (0 menos, si se tratan con
éxito):

Delirios

Alucinaciones

Discurso desorganizado (equivocaciones frecuentes o incoherencia)

Desorganizacion extrema o comportamiento cataténico

o~ w0 Db~

Sintomas negativos, es decir, aplanamiento afectivo (falta o disminucion de
respuesta emocional), alogia (falta o disminucién del habla), o anhedonia (falta
o disminucién de la motivacion)
Nota: Sélo un sintoma del criterio A si los delirios son raros o las alucinaciones consisten en
escuchar una voz sosteniendo comentarios sobre la conducta o los pensamientos de la
persona, o dos 0 mas voces hablando entre si.

B. Disfuncién social/ocupacional: Durante un periodo significativo de tiempo a partir de la
aparicion de la enfermedad, una o mas de las areas principales de actuacion tales como el
trabajo, relaciones interpersonales o el cuidado de uno mismo, estan notablemente bajo el
nivel logrado antes de la aparicion de la enfermedad (o cuando la aparicién de la enfermedad
es la infancia o en la adolescencia, el fracaso para alcanzar los logros esperados a nivel
interpersonal, académico u ocupacional).

C. Duracién: Signos continuos de perturbacién durante al menos seis meses. Este periodo de
seis meses debe incluir al menos un mes de sintomas (o menos, si se trata con éxito) que
cumplan con el criterio A (es decir, sintomas de la fase activa) y podria incluir periodos de
sintomas prodromicos o residuales. Durante estos periodos prodrémicos o residuales, los
signos de alteracion podrian manifestarse unicamente por sintomas negativos o dos o mas
sintomas del criterio A presentes de forma atenuada (p. ej. creencias extrafas, experiencias
de percepcion inusuales).

D. Exclusién de trastorno esquizoafectivo y de comportamiento: Las caracteristicas de trastorno
esquizoafectivo y de comportamiento han sido descartadas si (1) no han sucedido episodios
de depresidon mayor, mania o una mezcla de ambos durante la fase activa de los sintomas; o
(2) si los episodios de conducta han sucedido durante las fases activas de los sintomas, la
duracion total ha sido breve en relacion a la duracion de los periodos activos y residuales.

E. Exclusién de farmacos o drogas/estado de salud general: La alteracion no es debida a los
efectos fisiologicos directos de una droga o farmaco (p. ej. un estupefaciente o un tratamiento
farmacoldgico) o a un estado médico determinado.

F. Relacién con una enfermedad del desarrollo: Si hay historia de autismo o de otra enfermedad
del desarrollo, el diagndstico adicional de esquizofrenia se realiza Unicamente si los delirios y

alucinaciones estan presentes durante al menos un mes (0 menos, si se tratan con éxito).
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Tabla 2: Criterios de diagnéstico de la esquizofrenia ICD-10. (The International
Classification of Mental and Behavioural Disorders, ICD-10. World Health
Organization, 1992).

Sintomatologia caracteristica:

Presencia como minimo de un sintoma muy evidente perteneciente a cualquiera de los grupos Aa D o
sintomas de al menos dos de los grupos referidos entre la E y la | deberian haber estado claramente
presentes la mayor parte del tiempo durante un periodo de un mes o mas:

A. Eco, robo, insercién o retraimiento, o difusiéon del pensamiento.

B. Delirios de control, influencia o pasividad, referidos con claridad a movimientos del cuerpo o
de las extremidades o pensamientos especificos, acciones o sensaciones; percepcion
delirante.

C. Voces alucinatorias que comentan la propia actividad, que discuten entre ellas sobre el
enfermo u otros tipos de voces alucinatorias que proceden de alguna parte del cuerpo.

D. Ideas delirantes persistentes de otro tipo que no son adecuadas a la cultura del individuo o
que son completamente imposibles, tales como las de identidad religiosa o politica,
capacidad y poderes sobrehumanos (p. ej. de ser capaz de controlar el clima, de estar en
comunicacién con seres de otros mundos).

E. Alucinaciones persistentes de cualquier modalidad, cuando se acompanan de ideas
delirantes no estructuradas y fugaces sin contenido afectivo claro, o ideas sobrevaloradas
persistentes, o cuando se presentan a diario durante semanas, meses o permanentemente.

F. Interpolaciones o bloqueos en el curso del pensamiento, que dan lugar a un lenguaje
divagatorio, disgregado, incoherente o lleno de neologismos.

G. Manifestaciones cataténicas, tales como excitacién, posturas caracteristicas o flexibilidad
cérea, negativismo, mutismo, estupor.

H. Sintomas “negativos” tales como apatia marcada, empobrecimiento del lenguaje, bloqueo o
incongruencia de la respuesta emocional (estas ultimas habitualmente conducen a
retraimiento social y disminucion de la competencia social). Debe quedar claro que estos
sintomas no se deban a una depresién o a la medicacion neuroléptica.

I.  Cambio consistente y significativo de la cualidad general de algunos aspectos de la conducta
personal, que se manifiestan como pérdida de interés, falta de objetivos, ociosidad, estar

absorto y aislamiento social.

A pesar de la heterogeneidad con respecto a la severidad y evolucion a lo
largo del tiempo (Andreasen y cols., 2005), tipicamente se acepta que la
esquizofrenia sigue una trayectoria secuencial que implica cuatro fases (Figura 1)
(Lieberman y cols., 2001; Tandon y cols., 2009):

1. Fase premodrbida, con alteraciones cognitivas, motoras y/o sociales

sutiles y no especificas.
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La separacion entre estas fases de la esquizofrenia es imprecisa y pueden

Fase prodromica, caracterizada por sintomas bdsicos o sintomas

positivos atenuados y declive funcional.

Fase psicotica, con el primer episodio psicético, que anuncia el
comienzo formal de la esquizofrenia y es compatible con el criterio A
del DSM-IV-TR, y generalmente marcada por episodios repetidos de

psicosis con inter-episodios de remision de duracion y grado variable

y parcial.

Fase estable, caracterizada por sintomas psicoticos menos prominentes

y aumento predominante de sintomas negativos y déficits cognitivos

estables.

ocurrir en cualquier etapa de la enfermedad grados de recuperacion variable.

Fase
Premorbida

motor o social

Historia natural y curso de la esquizofrenia

Grados variables

- <« derecuperacion

-
-
-
-
-
Pg
-

-
S = — _——’ -
e Primer episodio psicético 7
| -
’
l, ——
~ -’ -~
~ ’
S ;”
Cd
’
. _—"
Fase Fase Fase

Prodrémica Psicética Estable

positivos positivos floridos

breves/atenuados declive funcional
ylo declive
funcional

Infancia Adolescencialjoven adulto

Figura 1: Evolucion de la esquizofrenia con las fases de la enfermedad. (Modificado de

Tandon y cols., 2009).

Actualmente estd ganando importancia la validez de desarrollar un sistema de
clasificacion clinico-patologico en etapas discretas de la enfermedad que definan el

grado de evolucion de la efermedad en un individuo en un momento determinado
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asociado con diferencias en el prondstico, tratamiento dptimo y patologia (McGorry,
2010). Este sistema de clasificacion permitiria integrar los factores de vulnerabilidad
bioldgica, social y psicoldgica implicados en el desarrollo de la enfermedad, y a su
vez, se podria evaluar la efectividad de los tratamientos para prevenir su progresion y
producir la remision o retorno a etapas mas tempranas de la enfermedad (McGorry,
2010). Este sistema distinguiria las siguientes etapas de la enfermedad: etapa
premorbida o etapa 0 (definida por grados variables de riesgo a desarrollar la
esquizofrenia pero sin evidencias clinicas de la enfermedad), etapa prodréomica
(subdividida en etapa Ia definida por la expresion clinica de algunos de estos factores
de riesgo y etapa Ib caracterizada por la manifestacion de sintomas psicoticos basicos
o subumbrales), etapa II (comprende el primer episodio psicotico sin deteriorizacion
observable durante la remision), etapa III (caracterizada por la aparicion de déficits
entre los episodios en union con la psicosis) y etapa IV (implica un deterioro

substancial) (Figura 2) (McGorry y cols., 2006; Tandon y cols., 2009).
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Heterogeneidad fenotipica de la esquizofrenia

Discapacidad Sintomas Sintomas Episodio Deterioro
co /o negativos  positivos ps C psicotico simple  funcional y/o
funcional. y deterioro  intermitentes  si o recurrente con  tratamiento
Sintomas funcional subumbralo  recurrente con  déficits sintomas
negativos breves y inter-episodios ivos resistentes
subumbral deterioro de sersistentes y/o

funcional recuperacion

total negativos

Etapa 0 Premérbida Desorgani-
zacion
Sintomas Sintomas
Etapala positivos negativos
Prodrome temprano

Etapalb
Prodrome tardio Déficits Sintomas
' . cognitivos animo
Etapa Il Psicosis
con recuperacion Sintomas
motores
Etapallll Psicosis
con déficits inter-
episodio

EtapalV Psicosis
intratable y/o
deterioro funcional

Figura 2: Heterogeneidad fenotipica de la esquizofrenia. Dimensiones y sistema de
clasificacion clinico-patologico en etapas discretas de la enfermedad. (Modificado de
Tandon y cols., 2009).

| Etiologia

A pesar de la existencia de una gran cantidad de informacion respecto a las
causas de la esquizofrenia el conocimiento actual de la etiologia molecular es
limitado y los factores de riesgo especificos y cémo causan la enfermedad son
todavia desconocidos.

Estudios de familia, gemelos y adopcion han confirmado la contribucion de
los factores genéticos y ambientales como determinantes de la esquizofrenia
(Tsuang, 2000), actuando ambos conjuntamente en la etiologia de la enfermedad
(Sullivan y cols., 2003; Tsuang y cols., 2004).

La vulnerabilidad de padecer o desarrollar la esquizofrenia estd claramente
relacionada con factores genéticos (Lewis y Lieberman, 2000). Es bien conocido que

se agrega en familias y el riesgo a desarrollar la enfermedad esta directamente
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asociado con el grado de parentesco o carga biologica compartida (Obiols y Vicens-
Vilanova, 2003). Los estudios de gemelos han mostrado que en los gemelos
dicigoticos si uno de los gemelos tiene esquizofrenia el riesgo del otro de desarrollar
la enfermedad es del 10-15 %, mientras que en los gemelos monocigoticos el riesgo
es del 40-50 % (Tandon y cols., 2008a). En el caso de hijos biologicos de individuos
con esquizofrenia que son adoptados el riesgo a desarrollar la enfermedad aunque es
menor sigue siendo mas elevado que en la poblacién general (Ingraham y Kety,
2000). Por tanto, el riesgo de desarrollar la esquizofrenia se relaciona con la
presencia de la enfermedad en los padres biolodgicos pero no en los padres adoptivos
(Lewis y Lieberman, 2000).

Los estudios de asociacion, ligamiento y expresion génica han identificado
muchas regiones cromosomicas y cientos de genes que podrian estar asociados a la
esquizofrenia. Algunos de los genes que son de interés etio-patogénico en la
esquizofrenia incluyen los de: neuroregulina 1 (NRGI), disbindina (DTNBP1),
receptores de dopamina (D1-D4), DISC1 (disrupted in schizophrenia 1), catecol-O-
metiltransferasa (COMT), el receptor metabotropico de glutamato 3 (GRM3) y
reelina (Reln) entre otros (Carpenter y Koenig, 2008; Chen y cols., 2006; Fatemi y
Folsom, 2009; Harrison y Weinberger, 2005; Tandon y cols., 2008a). Muchos de los
genes identificados parecen actuar en algunos de los procesos mds basicos del
desarrollo cerebral, como la diferenciacion neuronal, la biologia de las sinapsis y
varios procesos implicados en la plasticidad neuronal (Straub y Weinberger, 2006) y
en los sistemas de neurotransmision (Maki y cols., 2005; Owen y cols., 2005b). Sin
embargo, los resultados no apoyan un patrén de transmision mendeliana e incluso en
el caso de los genes candidatos mas prometedores existen fallos en la replicacion de
exactamente los mismos marcadores y haplotipos entre los distintos estudios y existe
una pérdida de consistencia en implicar alelos particulares en la susceptibilidad a la
esquizofrenia (Sun y cols., 2010; Tandon y cols., 2008a).

La heredabilidad de la esquizofrenia es alta y los factores genéticos junto con
sus interacciones con los factores ambientales contribuyen al 80 % de la
susceptibilidad a la esquizofrenia (Owen y cols., 2005a; Sullivan y cols., 2003;
Tandon y cols., 2008a). Ningiin gen parece ser suficiente o necesario para el

desarrollo de la esquizofrenia y no existe un gen principal que pueda explicar una
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porcion sustancial de la heredabilidad. Por ello, desde un punto de vista genético se
considera a la esquizofrenia como una enfermedad compleja, heterogénea, poligénica
y multifactorial (Lichtermann y cols., 2000) con multiples polimorfismos genéticos
comunes, cada uno de los cuales contribuye a un pequeo efecto de susceptibilidad a
la enfermedad (Harrison y Weinberger, 2005; Owen y cols., 2005a; Ross y cols.,
2006).

Aunque los factores de riesgo genético claramente juegan un papel
importante en la etiologia de la esquizofrenia, hay abundantes evidencias de la
importancia de factores ambientales (Miyamoto y cols., 2003). Se han descrito
multiples factores ambientales (complicaciones obstétricas, estrés maternal,
malnutricion prenatal, urbanicidad, migracion, infecciones virales, mes de
nacimiento, abuso de cannabis) asociados al riesgo de desarrollar esquizofrenia
(Maki y cols., 2005; Miyamoto y cols., 2003), sin embargo su relevancia exacta no
esta clara y ninguno de ellos parece ser suficiente o necesario para el desarrollo de la
enfermedad.

Asi, aunque se han implicado los factores de riesgo genético y ambiental en la
etiologia de la esquizofrenia, actualmente se desconoce como interactuan estos
factores para originar la esquizofrenia asi como los procesos neurobiologicos que
podrian mediar la interaccién gen-gen, gen-ambiente y ambiente-ambiente (Tandon y

cols., 2008a).

I Tratamiento

La esquizofrenia es una enfermedad cronica que influye en todos los aspectos
de la vida de las personas afectadas, por ello la planificacion del tratamiento persigue
tres objetivos fundamentales (American Psychiatric Association, 2004):

1. Reducir o eliminar los sintomas
2. Maximizar la calidad de vida y el funcionamiento adaptativo
3. Promover y mantener lo maximo posible la recuperacion de los

efectos debilitantes de la enfermedad.
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El objetivo final y general del tratamiento es minimizar los efectos de la
enfermedad y capacitar a los pacientes para vivir una vida completa, productiva y

gratificante.

El abordaje terapéutico de la esquizofrenia es integral, es decir, se realiza de
manera global, combinando diferentes tipos de componentes terapeuticos: el
tratamiento farmacoldgico (antipsicoticos y otras medicaciones coadyuvantes) y las
intervenciones psicosociales (psicologicas y de rehabilitacion psicosocial). Las
evidencias clinicas muestran que toda persona con esquizofrenia deberia ser atendida
con una combinacién de tratamiento antipsicotico Optimo, estrategias educativas
dirigidas al paciente y a su entorno, estrategias cognitivas conductuales para mejorar
objetivos laborales y sociales, estrategias para reducir los sintomas residuales y

atencion asertiva domiciliaria (Falloon y cols., 2004).

Tratamiento farmacoldgico

Los tratamientos farmacologicos son un elemento habitualmente
indispensable para el tratamiento de los episodios agudos, para la prevencion de
futuros episodios y para la mejoria de los sintomas entre episodios. Los farmacos
antipsicoticos constituyen la base del tratamiento farmacoldgico de la esquizofrenia,
sin embargo también resultan ttiles otros farmacos como los estabilizantes del estado
de animo y otras medicaciones coadyuvantes (antidepresivos, anticonvulsionantes,
benzodiacepinas, sales de litio) (Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica
sobre la Esquizofrenia y el Trastorno Psicotico Incipiente, 2009; Tandon y cols.,

2010; Wolft-Menzler y cols., 2010).

Farmacos antipsicéticos

Los farmacos antipsicoticos se clasifican por sus caracteristicas estructurales,
por sus efectos sobre los sintomas psicoticos y por sus reacciones adversas en dos

grandes grupos:
1. Antipsicoéticos tipicos o de primera generacion

2. Antipsicoéticos atipicos o de segunda generacion
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Los antipsicéticos tipicos o de primera generacion son eficaces para reducir
la mayor parte de los sintomas positivos de la esquizofrenia (alucinaciones, delirios,
conductas extrafias). Reducen en menor medida los sintomas negativos (apatia,
embotamiento afectivo, alogia), frente a los que son relativamente ineficaces. El
descubrimiento de forma accidental de los efectos antipsicoticos de la clorpromazina
en 1950 revoluciond las estrategias de cuidado de las enfermedades mentales, y
permitio la salida de gran nimero de pacientes esquizofrénicos de los hospitales para

ser atendidos en la comunidad (Miyamoto y cols., 2002).

El conocimiento de que el mecanismo de accion de la clorpromazina era
debido al bloqueo de los receptores de dopamina promoviéo la busqueda y
descubrimiento de un gran numero de antagonistas de estos receptores (Freedman
2003). Entre los antipsicoticos tipicos mas comunes se incluyen el haloperidol,

perfenazina, tifluoperazina y flufenazina (Wong y Van Tol, 2003).

Aunque sus estructuras quimicas varian, la caracteristica comun a todos los
antipsicoticos de primera generacion es su alta afinidad por los receptores D, de
dopamina (Miyamoto y cols., 2005) en base a la cual se pueden clasificar en: alta
potencia (como haloperidol), potencia intermedia (como perfenazina) y baja potencia
(como la clorpromazina) (Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica sobre la
Esquizofrenia y el Trastorno Psicdtico Incipiente, 2009). Estudios de imagen in vivo
han mostrado que los efectos antipsicoticos se asocian con una ocupacion de los
receptores D, en los ganglios basales del 60-80 % y ocupaciones superiores al 80 %

se asocian con los sintomas extrapiramidales (Farde y cols., 1992).

A pesar de que los antipsicoticos tipicos son efectivos en el tratamiento de los
sintomas positivos de la esquizofrenia y en la prevencion de las recaidas psicoticas,
su utilizacién presenta varias limitaciones. Entre un 25-60 % de los pacientes
presentan sintomas psicoticos persistentes (debido a resistencia al tratamiento o
respuestas parciales), y ademds solo se observan mejoras modestas de los sintomas
negativos y cognitivos (De Oliveira y Juruena, 2006; Miyamoto y cols., 2002).
Ademas, presentan varios efectos adversos entre los que se incluyen los sintomas
extrapiramidales que comprenden: parkinsonismo (rigidez, temblores, acinesia y

bradicinesia), distonia aguda, acatisia, sindrome neuroléptico maligno (caracterizado
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por rigidez, hipertermia e inestabilidad autéonoma, incluidas la hipertension y la
taquicardia), discinesia tardia y distonia tardia (Grupo de trabajo de la Guia de
Practica Clinica sobre la Esquizofrenia y el Trastorno Psicético Incipiente, 2009).
Otros efectos adversos incluyen sedacion, sequedad bucal y vision borrosa, aumento
de peso, hipotension ortostatica, taquicardia, prolongacion del intervalo QT,
disfuncion eréctil y orgdsmica y aumento de los niveles de prolactina en suero
(Freedman, 2003; Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica sobre la

Esquizofrenia y el Trastorno Psicotico Incipiente, 2009; Wong y Van Tol, 2003).

Los antipsicoticos atipicos o de segunda generacion representan una nueva
generacion de antipsicéticos con una incidencia significativamente mas baja de
efectos extrapiramidales ademés de poco o ningtn efecto en el aumento de prolactina
(Kapur y Remington, 2001a). La clozapina, prototipo de los antipsicoticos atipicos,
fue introducida en clinica en 1970, sin embargo el riesgo asociado a la produccion de
agranulocitosis hizo que se retirara del mercado. En 1989 se volvié a reintroducir
para tratar a pacientes que no respondian a otros antipsicoticos y siempre
acompafiada de monitorizacion hematoldgica. La clozapina se considera el estandar
de oro (gold standard) de los antipsicéticos ya que es muy eficaz en el tratamiento de
la esquizofrenia resistente debido a la ausencia de los debilitantes efectos
extrapiramidales (Elizondo Armendariz, 2008) y en la reduccion del indice de
suicidio (Meltzer y cols.,, 2003a). Desde la introduccion de la clozapina se
desarrollaron una serie de antipsicéticos atipicos también conocidos como clozapina-

like.

Las propiedades farmacologicas que confieren las propiedades terapéuticas de
los antipsicoticos atipicos son poco claras a pesar de que existen numerosas teorias
que intentan explicarlo, quizas podrian ser debidas a mas de un mecanismo (Kapur y
Remington, 2001a). Una de las teorias mas relevantes propone que los efectos
atipicos se deben a una mayor afinidad por el receptor 5-HT»4 que por el receptor D,
(Kapur y Remington, 2001a; Meltzer y cols., 1989), caracteristica comin a la
clozapina, olanzapina, risperidona, sertindol, quetiapina y ziprasidona. Sin embargo,
el aripiprazol que manifiesta propiedades antipsicoticas atipicas actlia como agonista

parcial del receptor D, aunque tiene alta afinidad como antagonista del receptor
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5-HTa (Shapiro y cols., 2003) y la amisulpirida también con un perfil clinico de
antipsicotico atipico es un antagonista de los receptores D,/D; presindpticos sin
mostrar antagonismo del receptor 5-HT,4 (Moller, 2003). De este modo, aunque la
mayoria de los antipsicéticos atipicos presentan una afinidad mayor por los
receptores 5-HT,o que por los receptores D,, las evidencias sugieren que esta
afinidad no es ni necesaria ni suficiente para conferir las propiedades atipicas (Kapur

y Remington, 2001a).

Otra teoria sugiere que la base de las propiedades de los antipsicoticos
atipicos se debe a su rapida disociacion de los receptores D, de dopamina (Kapur y
Seeman, 2001). Aunque este podria ser el caso de la clozapina y de la quetiapina,
otros antipsicoticos como la olanzapina, risperidona, sertindol y ziprasidona se
disocian muy lentamente del receptor D, indicando que la teoria de la rapida
disociacion no es un mecanismo general a todos los antipsicoticos atipicos (Meltzer y

cols., 2003b).

La teoria de la selectividad mesolimbica plantea que los antipsicoticos
atipicos bloquean principalmente los receptores D, de dopamina en la via
dopaminérgica mesolimbica (asociada a los sintomas psicoticos) mas que los
receptores D, de la via nigroestriatal (relacionada con los sintomas extrapiramidales).
Sin embargo no estd bien establecido si estos efectos selectivos en la via
mesolimbica observados con bajas dosis en los animales son relevantes para las dosis
utilizadas clinicamente que también se unen de forma significativa a los receptores
D; en el estriado (Abi-Dargham y Laruelle, 2005). Lo que si parece una caracteristica
comin a los antipsicoticos atipicos que los distingue de los tipicos, es el mayor
aumento (en roedores) de la liberacion de dopamina en la corteza prefrontal
comparado al nicleo accumbens (De Oliveira y Juruena, 2006; Meltzer, 2004). Esta
diferencia se debe en gran parte al antagonismo en el receptor 5-HT,4 presinaptico,
al agonismo directo o indirecto en el receptor 5-HT 5 y al débil antagonismo del

receptor D; (Ichikawa y cols., 2001; Liegeois y cols., 2002; Meltzer, 2004).

Aunque los antipsicéticos atipicos presentan un menor riesgo de sintomas
extrapiramidales su superioridad clinica sobre los antipsicoticos tipicos ha sido

puesta en duda (Lewis y Lieberman, 2008; Meyer, 2007). Ademés estos farmacos no
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estan desprovistos de efectos adversos entre los que se incluyen: sedacion,
hipotension, sequedad bucal, algunos tipos de disfuncion sexual, ganancia de peso
(Miyamoto y cols., 2002), diabetes mellitus tipo II, alteraciones del metabolismo de
la glucosa, hipercolesterolemia e hiperlipidemia (Allison y cols., 1999; Wirshing y

cols., 1998).
Descubrimiento de nuevos farmacos antipsicéticos

El descubrimiento de nuevos farmacos antipsicoticos es un proceso largo y
complejo que se ha centrado basicamente en la busqueda de farmacos selectivos para
una diana molecular concreta. Al tratarse de una enfermedad compleja los intentos de
buscar el receptor magico han tenido poco o ningln éxito y no se han conseguido
farmacos que mejoren significativamente las caracteristicas de la clozapina (Gray y
Roth, 2007). Las acciones excepcionalmente beneficiosas de la clozapina en el
tratamiento de la esquizofrenia son probablemente debidas a su perfil farmacolégico
complejo que incluye afinidades por receptores serotonérgicos (5-HTza, 5-HTja,
5-HTyc, 5-HT7y 5-HTg), adrenérgicos (o) y o), dopaminérgicos (Dj, Dy, D3 y Dy),
colinérgicos (M, M,, M3 y My) e histaminérgicos (H;) (Roth y cols., 2004; Wong y
Van Tol, 2003).

Asi, aunque el descubrimiento de farmacos en la esquizofrenia ha estado
centrado fundamentalmente en la busqueda de antagonistas de los receptores D, y
5-HT,a cada vez son mas los estudios centrados en la biisqueda de nuevos farmacos
para tratar la esquizofrenia con afinidad por otras dianas (Tandon y cols., 2010). Un
mejor conocimiento de los mecanismos implicados en la accidon de los antipsicoticos
disponibles y de los procesos bioldgicos implicados en la fisiopatologia de la
esquizofrenia facilitard el desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos dirigidos
a los receptores de interés que conlleven mayor efectividad y menos efectos adversos
asociados. Sin embargo parece que el paradigma de una enfermedad una diana podria

no ser adecuado en las enfermedades complejas como la esquizofrenia.

El estudio de la porcion del proteoma que comprende a los receptores
(“receptoroma”), ha permitido observar conjuntamente las afinidades de los farmacos
antipsicoticos por los receptores para neurotransmisores, establecer los perfiles de

actividad farmacologica especificos de cada antipsicotico y relacionar estos perfiles
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con su eficacia y seguridad (Figura 3; Roth y cols., 2004). Se ha propuesto que el
disefio de farmacos selectivamente no selectivos que interactien con varias dianas
(perdigonadas mégicas) (Roth y cols., 2004) posibilitaria un tratamiento mas efectivo
que los farmacos selectivos de una tnica diana molecular (balas mégicas) (Gray y
Roth, 2007). Por otra parte, el tratamiento 6ptimo de la esquizofrenia probablemente
continuara con el uso de una polifarmacia dirigida a tratar los multiples dominios
sintomaticos de la enfermedad (Carpenter y Koenig, 2008; Gray y Roth, 2007,
Hyman y Fenton, 2003) y adecuada a la fase especifica de la enfermedad en que se
encuentra el paciente (Tandon y cols., 2010). Asimismo, los avances en la
farmacogendmica podrian facilitar la identificacion de productos génicos implicados
en la fisiopatologia de la esquizofrenia permitiendo el desarrollo de agentes
terapéuticos dirigidos especificamente a la dianas de interés asi como de marcadores
predictivos de respuesta o de efectos adversos individualizados y de diagndstico

(Arranz y Kapur, 2008; de Leon J., 2009; Tandon y cols., 2010).
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Figura 3: Receptoroma de los antipsicoticos. Constantes de afinidad (K;) de los farmacos
antipsicoticos sobre los receptores para neurotransmisores conocidos del sistema nervioso
central (SNC). (Modificado de Roth y cols., 2004).

Intervenciones psicosociales

Las intervenciones psicosociales engloban una serie de medidas encaminadas
a minimizar la vulnerabilidad del paciente ante las situaciones de estrés, facilitar los
procesos de recuperacion, reforzar su adaptacion y funcionamiento familiar, social y
formativo-laboral, asi como a aumentar sus recursos para hacer frente a los

conflictos, problemas y tensiones interpersonales o biograficas (Grupo de trabajo de
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la Guia de Practica Clinica sobre la Esquizofrenia y el Trastorno Psicotico Incipiente,
2009; Kern y cols., 2009).

El espectro de las intervenciones psicosociales es muy amplio y abarca
diversos tipos de intervenciones, a veces dificiles de delimitar entre ellas, entre las
que se incluyen: tratamientos psicoterapéuticos especificos (terapia cognitivo-
conductual, psicoterapia de apoyo, psicoterapia psicodinamica), psicoeducacion,
intervenciones familiares y diversas intervenciones rehabilitadoras y recursos de
apoyo a la integracion social (rehabilitacion cognitiva, entrenamiento en habilidades
sociales y en actividades de la vida diaria, actividades expresivas como arteterapia y
musicoterapia, apoyo a la insercion laboral y recursos de vivienda) (Grupo de trabajo
de la Guia de Practica Clinica sobre la Esquizofrenia y el Trastorno Psicotico
Incipiente, 2009; Tandon y cols., 2010). A pesar de la ausencia de un método de
categorizacion de los tratamientos psicosociales, cada vez son mas las evidencias de
la eficacia de estas intervenciones sociales por lo que son recomendadas en la

aplicacion clinica (Dixon y cols., 2010).

I Neurobiologia

A pesar de que no se ha identificado ninglin diagnostico neuropatoldgico para
la esquizofrenia, se han descrito varias alteraciones neurobioldgicas en la estructura,
funcion, fisiologia y neuroquimica cerebral.

En la esquizofrenia existe una reduccion del volumen cerebral y un
incremento del volumen ventricular (Shenton y cols., 2001; Wright y cols., 2000).
Estas reducciones se observan fundamentalmente en estructuras del lobulo temporal,
en particular el hipocampo, la amigdala, y el giro dentado superior, la corteza
prefrontal, el talamo, el cingulado anterior y el cuerpo calloso (Keshavan y cols.,
2008). Se ha descrito una reduccion de la sustancia gris (Lawrie y Abukmeil, 1998) y
en estructuras de la sustancia blanca como el cuerpo calloso (Arnone y cols., 2008).
Existen evidencias macroscopicas de una disminucion del peso y de la longitud
cerebral (Harrison, 1999b). Las asimetrias normales del cerebro estan reducidas o
incluso son revertidas, y los cambios patoldgicos parecen afectar de modo mas

pronunciado al hemisferio cerebral izquierdo que al derecho (Harrison, 1999b).
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Las alteraciones neuropatoldgicas observadas en los estudios postmortem son
sutiles. Se observa una ausencia de gliosis (Arnold y cols., 1998; Harrison, 1999b), y
aunque hay poca evidencia de pérdida neuronal en algunos estudios se observa una
reduccion de interneuronas en ciertas regiones cerebrales (Benes y cols., 1991).
Existe una disminucion del neuropilo interneuronal en la corteza prefrontal (Selemon
y Goldman-Rakic, 1999), con una densidad neuronal normal o aumentada (Cullen y
cols., 2006), un volumen del soma de las células piramidales normal (Highley y
cols., 2003) o disminuido (Pierri y cols., 2001) y una reduccién del nimero de
espinas dendriticas de las células piramidales (Glantz y Lewis, 2000). Se sugiere que
podria existir una desorganizacion neuronal en la corteza y en las estructuras
limbicas que se relaciona con alteraciones en la migracién neuronal, aunque se
necesitan mas estudios para confirmar estos hallazgos (Keshavan y cols., 2008).

Los estudios funcionales de imagen muestran una pérdida de activacion de la
corteza prefrontal dorsolateral tanto en el reposo como cuando se realizan tareas
cognitivas mediadas por esta estructura cerebral (hipofrontalidad) (Berman y Meyer-
Lindenberg, 2004; Hill y cols., 2004). Ademés se observa una alteracién en la
conectividad funcional reciproca entre la corteza prefrontal dorsolateral y el
hipocampo (Meyer-Lindenberg y cols., 2005).

Las técnicas neurofisiologicas, que implican el estudio de la actividad
eléctrica cerebral en el descanso o mientras los individuos participan en un
paradigma  experimental, han permitido observar varias alteraciones
neurofisioldgicas. Se ha observado una reduccion de la Mismatch negativity (MNN)
(Umbricht y Krljes, 2005), una reduccion de la respuesta auditiva P300 (Jeon y
Polich, 2003), un déficit en la capacidad del cerebro para atenuar la respuesta P50
(Clementz y cols., 1998) y una reduccion de la inhibicion del prepulso (PPI) (Braff'y
Light, 2005). Ademas también se relaciona a la esquizofrenia con alteraciones en el
movimiento de los 0jos y en la estructura del sueno (Keshavan y cols., 2008).

En relacion a las alteraciones neuroquimicas, las técnicas de imagen in vivo y
los estudios postmortem han permitido observar cambios en el metabolismo, en los
sistemas de neurotransmision y cambios neuroendocrinos. En relacion a los cambios
metabolicos, mediante estudios de espectroscopia de resonancia magnética se han

observado reducciones en los niveles del N-acetil-aspartato (considerado un
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marcador del funcionamiento del tejido neuroaxonal) en varias regiones cerebrales
(Abbott y Bustillo, 2006) asi como disminuciones de los niveles de fosfoesteres en la
region prefrontal, lo que sugiere una disminucion de la sintesis de fosfolipidos de
membrana (Smesny y cols.,, 2007). Estos estudios revelan reducciones en la
integridad neuronal y en la de sus membranas (Keshavan y cols., 2008). Con
respecto a los sistemas de neurotransmision se han descrito alteraciones en
practicamente todos los sistemas cerebrales de neurotransmision estudiados. Se han
descrito aumentos de la densidad del receptor D, en el estriado (Laruelle, 1998),
disminuciones de la densidad del receptor 5-HT,4 en la corteza (Harrison, 1999a),
disminucién de la expresion de los receptores de glutamato especialmente de la
subunidad del receptor NMDA principalmente en la corteza prefrontal y el
hipocampo (Harrison y cols., 2003) y reduciones de los niveles de expresion de
GABA en la corteza prefrontal (Lewis y cols., 2005) entre otros. Ademas en la
esquizofrenia se han observado alteraciones neuroendocrinas, como disregulacion del
eje hipotalamo-pituitaria-adrenal observandose una elevacion de la secrecion de
cortisol en los pacientes psicoticos (Keshavan y cols., 2008).

A partir de estas alteraciones cerebrales se puede establecer la conclusion de
que la esquizofrenia es una enfermedad no circunscrita a una unica region cerebral,
con cambios microscopicos sutiles que originan una gran variedad de
manifestaciones clinicas. Uno de los retos actuales persigue establecer los
mecanismos fisiopatologicos por los cuales estos cambios cerebrales no especificos

originan los sintomas de la esquizofrenia (Wong y Van Tol, 2003).

II. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), también conocidos como
receptores de siete dominios transmembrana, constituyen la familia mas grande, mas
ubicua y mas versatil de receptores de membrana (Pierce y cols., 2002), responsables
de la transduccion de la mayoria de sefiales a través de la membrana plasmatica
(Weis y Kobilka, 2008). En el genoma humano se han identificado aproximadamente
1000 genes de GPCRs diferentes (Takeda y cols., 2002; Tikhonova y Costanzi, 2009)

que se corresponden con mas del 1% del genoma humano (Venter y cols., 2001;
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Luttrell, 2008). A los GPCRs se unen una gran variedad de estimulos extracelulares
como neurotransmisores, hormonas, odorantes, iones y fotones de luz y regulan
multiples vias de sefializacion. Debido a esta gran diversidad estan implicados en la
regulacion de distintos procesos fisioldgicos como neurotransmision, metabolismo,
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Las mutaciones en los genes
que codifican estos receptores se asocian con enfermedades neurologicas,
neurodegenerativas, cardiovasculares y metabolicas, ademas del cancer (Figura 5)
(Lundstrom, 2005). La distribucion ubicua en la membrana celular junto con su
implicacion en multitud de procesos fisioldgicos y patologicos, explica su gran
importancia como dianas terapéuticas. Aproximadamente un 50 % de los farmacos
disponibles actualmente actiian en estos receptores (Heitzler y cols., 2009), por lo
que despiertan un gran interés para el desarrollo de nuevos candidatos a farmacos en
estas dianas (Panetta y Greenwood, 2008).

Existen varios sistemas de clasificacion que han sido utilizados para agrupar a
los GPCRs en base a sus ligandos o similitudes fisioldgicas y estructurales. Uno de
los sistemas mds ampliamente utilizados divide a los GPCRs, tanto de vertebrados
como de invertebrados, en seis familias (Familias A-F) de las cuales tres (Familias A,
B y C) contienen la mayoria de los receptores humanos conocidos (Kolakowski, Jr.,
1994). Posteriormente, en base a la secuencia y a la similitud estructural los GPCRs
de humanos han sido divididos en cinco familias: rodopsina (familia A), secretina
(familia B), glutamato (familia C), adhesion y frizzled/taste2 (Fredriksson y cols.,
2003). La familia A es la mas grande y mejor caracterizada desde el punto de vista
estructural y funcional e incluye muchos de los receptores para aminas biogénicas y

péptidos pequeiios (Gether, 2000; Jacoby y cols., 2006; Kroeze y cols., 2003).

I Estructuray vias de seializacion

La estructura prototipica de los GPCRs se basé durante afios en la de la
rodopsina, para la cual existen datos bioquimicos y biofisicos, incluyendo la
estructura cristalina de alta resolucion (Palczewski y cols., 2000; Palczewski, 2006).
El conocimiento posterior de las estructuras de los receptores adrenérgico B, Pi,

adenosina A,s y opsina (con y sin la asociaciéon de la subunidad G,), aportaron
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informacion tanto de la estructura como de los mecanismos moleculares implicados
en la activacion de los GPCRs (Kenakin y Miller, 2010; Millar y Newton, 2010;
Mustafi y Palczewski, 2009; Nygaard y cols., 2009).

A pesar de la enorme diversidad estructural de sus ligandos y de sus
secuencias aminoacidicas, esencialmente, todos los GPCRs comparten una estructura
formada de una tinica cadena polipeptidica plegada en siete a-hélices transmembrana
(TMI-VII), unidas por tres lazos extracelulares (el, e2 y e3) y tres lazos
intracelulares (il, i2 e i3). El extremo N-terminal se localiza en el espacio
extracelular mientras que el extremo C- terminal estd en el citoplasma (Figura 4).
Los dominios transmembrana presentan un amplio grado de conservacion de la
secuencia, mientras que los dominios intracelulares y extracelulares varian
ampliamente en tamafio y complejidad. Las regiones transmembrana y extracelular
del receptor estan implicadas en la unidon del ligando mientras que los dominios
intracelulares son importantes para la transduccion de la sefal y la modulacion de la

funcioén del receptor (Kobilka, 2007; Luttrell, 2008; Tikhonova y Costanzi, 2009).
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Figura 4: Representacion de la estructura de la rodopsina. Se muestran los sitios de
glicosilacion (rojo), de acetilacion (naranja), de palmitoilacion (verde claro), de fosforilacion
(verde) y los sitios importantes (gris) en la transformacion de la conformacién inactiva a la
acoplada a proteina G. (Modificado de Palczewski, 2006).

El modelo basico de sefializacion por GPCRs deriva de la capacidad de estos
receptores de actuar como factores de intercambio de nucledtidos de guanina
activados por ligando (GEFs) para las proteinas de union de nucledtidos de guanina
heterotriméricas (proteinas G) (Luttrell, 2008). Las proteinas G son GTPasas que en
estado inactivo estdn formadas de una subunidad Go unida a GDP con actividad
GTPasa intrinseca y unida no covalentemente a la subunidad heterodimérica GPy.

El receptor activado, via actividad constitutiva o en respuesta a la unién de un
agonista, se acopla a la proteina G y la activa promoviendo el intercambio de GDP
por GTP en la subunidad Ga. La unién del GTP induce un cambio conformacional
en la subunidad Ga originando la disociacion de la subunidad Go del complejo B/y.

Tanto la subunidad Ga activada como el complejo /y interactian y regulan diversos
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sistemas efectores incluyendo enzimas que generan segundos mensajeros y una
variedad de canales 16nicos.

Los sistemas efectores movilizados por un receptor determinado dependen del
tipo de proteina G que active dicho receptor. Se han identificado 21 subunidades Ga
codificadas por 16 genes, 6 G codificadas for 5 genes y 12 Gy que permiten la
formacion de muchas combinaciones diferentes (Oldham y Hamm, 2006). En base a
la similitud de la secuencia primaria de las subunidades Ga las proteinas G se
dividen en cuatro clases principales: Gos, Gai, Gag y Gapp (Kristiansen, 2004;
Oldham y Hamm, 2006). Aunque esta clasificacion es bastante arbitraria, existe un
mecanismo general entre los miembros de cada clase. Las proteinas Gos y Go; se
caracterizan por ejercer un efecto positivo o negativo, respectivamente, en la
adenilato ciclasa y AMPc. Las Gagq se asocian con un efecto positivo en la
fosfolipasa C-p (PLCP) y los subsiguientes niveles de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y Ca™. Las proteinas Ga,, estan implicadas en
la regulacion de pequefias proteinas de union a GTP como las proteinas Rho (Figura
5). Los GPCRs tiene la capacidad de acoplarse selectivamente a los miembros de una
o mas de estas subfamilias de proteinas G permitiendo la modulacion selectiva de las
vias de sefializacion.

La desactivacion de estas vias de sefializacion dependientes de proteinas G
ocurre por medio de la hidrdlisis de GTP a GDP por la actividad GTPasa intrinseca
de la subunidad Ga, un proceso aumentado por las proteinas acelerantes de GTPasa
(GAPs) como las proteinas de senalizacion de reguladores de proteinas G (RGS). La
subunidad Ga en su forma inactiva unida a GDP se reasocia con el complejo By
completandose el ciclo (Hur y Kim, 2002; Johnston y Siderovski, 2007; Kristiansen,
2004; McCudden y cols., 2005; Milligan y Kostenis, 2006; Pierce y cols., 2002;
Williams y Hill, 2009). Adicionalmente, los GPCRs participan en vias de
sefializacién independientes de proteinas G a través de la interaccion con otras
proteinas accesorias entre las que se incluyen B-arrestinas, tirosinas cinasas y
proteinas con dominio PDZ (Bockaert y cols., 2004; Heitzler y cols., 2009; Sun y
cols., 2007).
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Figura 5: Representacion esquematica de los diversos mecanismos de sefializacion de los
GPCRs. (Esquema basado en Lundstrom, 2005; Marinissen y Gutkind, 2001)

Las vias de sefializacion de los GPCRs son reguladas negativamente a nivel
del receptor por mecanismos de desensibilizacion, internalizacion y down-regulation.
Estos mecanismos implican que el receptor se desacople de la proteina G, la
endocitosis del receptor, el reciclaje o la degradacion del receptor y la reduccion de

la sintesis de nuevos receptores (Luttrell, 2008).

Modelos de activacion como desplazamientos de equilibrios
conformacionales

A partir de la informacion derivada de medidas indirectas de la conformacion
del receptor, como afinidad de la union de ligandos y activacién de proteinas G o
enzimas efectoras, se han desarrollado diversos modelos cinéticos para explicar la
activacion de los GPCRs (Figura 6) (Bridges y Lindsley, 2008; Casado y cols., 2007,
Kenakin, 2002b; Kobilka, 2007; Maudsley y cols., 2005; Park y cols., 2008). En el

mas simple de estos modelos, la activacion del receptor se describe a partir de la
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unién de una agonista al receptor en estado inactivo (R) para formar un complejo
AR, el agonista provoca la isomerizacion del receptor al estado activo (AR*). A partir
del conocimiento progresivo de las interacciones ligando-receptor mas complejas se
desarrollaron otros modelos mas sofisticados. El modelo del complejo ternario surge
como una expansion del modelo de union simple y considera no solo la interaccion
entre el agonista y el receptor sino también entre el receptor activado y la proteina G,
siendo por tanto el complejo ARG el responsable de mediar la respuesta (De Lean y
cols., 1980; Kenakin, 2002b). La observacion de que los receptores presentan
actividad constitutiva, es decir son capaces de isomerizar de un estado inactivo a un
estado activo independientemente de un agonista, dio lugar a la idea de que el estado
activo de los receptores es una propiedad intrinseca de los mismos mas que del
complejo receptor-proteina G (Kenakin, 2001; Milligan, 2003a; Park y cols., 2008;
Seifert y Wenzel-Seifert, 2002). El hecho de que los agonistas se pueden unir con
alta afinidad a receptores activos constitutivamente independiente de proteinas G, no
puede ser explicado por el modelo del complejo ternario y por lo tanto fue necesaria
la formulacién del modelo del complejo ternario extendido (Park y cols., 2008;
Samama y cols., 1993). Segiin este modelo, el receptor existe en dos estados
interconvertibles que son una propiedad intrinseca del receptor: un estado inactivo
(R) que une al agonista con baja afinidad y un estado activo (R") que une al agonista
con alta afinidad. Este modelo implica por tanto que este estado activo del receptor
generado de forma espontanea puede interaccionar con la proteina G incluso en
ausencia de union del agonista. Una version simplificada de este modelo, es el
modelo de dos estados, que postula la existencia de un equilibrio entre dos formas
conformacionales del receptor, inactiva (R) y activa (R pero no considera la
interaccion con la proteina G (Leff, 1995). Por extension al modelo del complejo
ternario extendido se desarrolld el modelo del complejo ternario ciibico que permite
la interaccion del receptor en estado inactivo con la proteina G para formar un
complejo RG que no produce una respuesta sino que es requerido
termodinamicamente como una caracteristica del sistema pero que, probablemente,
no es fisiologicamente relevante (Bridges y Lindsley, 2008; Casado y cols., 2007;
Kenakin, 2002b).
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Figura 6: Modelos cinéticos de activacion de GPCRs. (Modificado de Bridges y Lindsley,
2008).

Los ligandos que se unen al receptor pueden ser clasificados por la naturaleza
de los efectos funcionales que producen debido a su interaccion con el sitio de union
ortostérico (sitio de union del ligando endogeno) del receptor. Las propiedades
moleculares que gobiernan estos efectos son la afinidad, entendida como la fuerza
que causa la union del ligando al receptor y la eficacia definida como la propiedad de
una molécula que causa el cambio de comportamiento del receptor hacia la célula
(Kenakin, 2007). En base a estos conceptos los ligandos que se unen al receptor
pueden ser ampliamente clasificados como agonistas y antagonistas. Los agonistas se

unen al receptor para promover una respuesta celular y son clasificados como
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agonistas totales o parciales. Los agonistas totales producen una activacion total del
receptor dando lugar a la produccion de una respuesta maxima del sistema, mientras
que los agonistas parciales activan al receptor en distintos grados dando lugar a una
respuesta no total del sistema. Los antagonistas no producen una respuesta
fisiologica pero bloquean la unidon de un agonista endégeno o exdgeno al receptor
impidiendo la respuesta celular. En contraste a los agonistas totales o parciales, los
agonistas inversos se unen preferentemente a los estados inactivos del receptor
desplazando el equilibrio hacia esos estados y disminuyendo la actividad constitutiva
del sistema, aunque también pueden comportarse como antagonistas en sistemas no
activados constitutivamente (Kenakin, 2001; Maudsley y cols., 2005; Park y cols.,
2008). Segln este sistema de clasificacion la eficacia ha sido descrita como un
parametro que es constante para cada ligando en un receptor determinado y so6lo
permite observar variaciones en la cantidad del estimulo inducido a la célula pero no
en la cualidad (Urban y cols., 2007).

Sin embargo, aunque los modelos basados en la existencia de dos estados
conformacionales pueden describir gran parte del comportamiento funcional de los
receptores, asi como explicar el espectro de repuestas a ligandos de eficacia
diferente, existen evidencias experimentales crecientes que apuntan a la existencia de
multiples estados conformacionales del receptor (Kenakin, 2003; Kenakin y Miller,
2010; Kobilka, 2007; Park y cols., 2008). De este modo, los GPCRs pueden ser
entendidos como estructuras altamente dindmicas que existen en un equilibrio
dinamico entre distintas conformaciones, algunas de las cuales son capaces de
producir un efecto (“conformaciones activas”) mientras otras son inactivas (Kenakin,
2002b; Kenakin, 2003; Kenakin y Miller, 2010). Entendiendo el concepto de eficacia
como la propiedad de una molécula capaz de provocar un cambio en el
comportamiento del receptor, se pueden describir numerosas formas de eficacia
(union de ligando, acoplamiento a proteinas G, interaccion con proteinas accesorias,
oligomerizacion, fosforilacion, internalizacion, etc.) que se pueden relacionar con
diferentes conformaciones del receptor (Kenakin, 2002b; Kenakin, 2003; Kenakin,
2007; May y cols., 2007). En este contexto, se puede introducir el concepto de
selectividad funcional por la que un ligando es capaz de estabilizar un estado

conformacional determinado del receptor dando lugar a un comportamiento
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especifico, asi diferentes ligandos podrian afectar un tipo de comportamiento
respecto a otro por medio de la estabilizacion diferencial de las conformaciones
(Gilchrist, 2007; Kenakin, 2002b; Kenakin, 2003; Kenakin, 2007; Kenakin, 2010;
Urban y cols., 2007). En este sentido, la existencia de multiples conformaciones
activas del receptor hace plausible que los agonistas puedan cambiar no solo el
grado, sino también la cualidad de la activacion del receptor presentando la
oportunidad de desarrollar firmacos que cambien la cualidad ademés de la cantidad
de la eficacia (Kenakin, 2002a; Maudsley y cols., 2005). Ademas, habria que tener
en cuenta que tal selectividad funcional puede manifestarse de modo diferente en el
mismo receptor expresado en los distintos entornos celulares que estan presentes, no
solo en células distintas y en 6rganos distintos, sino incluso en la misma célula en un
unico organo donde podria ser afectado diferencialmente por su entorno local

(Kenakin y Miller, 2010).

I Alosterismo

El alosterismo es un mecanismo bioquimico extremadamente importante,
definido como el “segundo secreto de la vida”. Se relaciona con un cambio en la
forma y en la actividad de una proteina originado por la combinaciéon con otra
sustancia en un punto distinto al del sitio activo (Fenton, 2008; Kenakin y Miller,
2010). Una interaccion alostérica se define como una interaccion que ocurre en un
mismo receptor entre dos (o mas) sitios de unién topograficamente distintos
(Christopoulos y Kenakin, 2002). En este sentido, se puede definir a los moduladores
alostéricos como ligandos que se unen a dominios del receptor topograficamente
distintos del sitio ortostérico alterando la actividad biologica del ligando ortostérico
por medio de cambios en su afinidad de unién, su eficacia funcional o ambos
(Gilchrist, 2007; May y cols., 2007; Wang y cols., 2009).

La modulacion alostérica de la funcion de los GPCRs puede surgir de la
interaccion del ligando alostérico en la superficie extracelular del receptor
(alosterismo clasico), en el plano de la bicapa lipidica incluyendo interacciones con
otros GPCRs y otras proteinas de membrana (alosterismo lateral: oligomerizacion) o

en la superficie citoplasmatica debido a interacciones con las proteinas G u otras
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proteinas citoplasmaticas (selectividad funcional) (Kenakin y Miller, 2010). Asi,
aunque las interacciones alostéricas pueden manifestarse en una variedad de modos,
la unién de un modulador alostérico podria causar un cambio conformacional en el
receptor que se transmite al sitio ortostérico (y viceversa), originando un estado del
receptor con propiedades de union y de funcidn caracteristicas y afiadiendo asi otra
capa de complejidad a la regulacion de la sefalizacion por GPCRs (Christopoulos y
Kenakin, 2002; Conn y cols., 2009; May y cols., 2007; Wang y cols., 2009).

Para explicar estos fendémenos de regulacion alostérica se han desarrollado los
modelos alostéricos de activacion (Casado y cols., 2007; Christopoulos y Kenakin,
2002; May vy cols., 2007). El méas simple de estos modelos es el modelo alostérico del
complejo ternario, que es una generalizacion del modelo del complejo ternario en el
que la modulacion alostérica no se limita a las proteinas G (Figura 6) (Casado y cols.,
2007). Una extension de este modelo es el modelo alostérico de dos estados que
describe la interacciéon de un ligando alostérico en un receptor que es capaz de
isomerizar entre un estado inactivo (R) y un estado activo (R*) (Hall, 2000).
Adicionalmente, se desarrollaron modelos mas complejos entre los que se incluyen:
el modelo de multiples sitios alostéricos, el modelo del complejo cuaternario de
interacciones alostéricas, que incorpora las proteinas G al modelo alostérico de dos
estados, asi como los modelos que consideran la modulacion alostérica que ocurre en
los receptores diméricos (Casado y cols., 2007; Christopoulos y Kenakin, 2002;
Durroux, 2005; May y cols., 2005).

Oligomerizacion

La generacion de complejos funcionales via dimerizacion u oligomerizacion
es comun entre las proteinas, incluyendo las proteinas de membrana. Sin embargo
durante muchos afios se asumido que los GPCRs existian y funcionaban como
especies monoméricas (Milligan, 2004). Aunque la existencia de mondmeros y su
posible funcién fisiolodgica no puede ser excluida (Chabre y le, 2005; Franco y cols.,
2008a; Whorton y cols., 2007), existen evidencias crecientes que indican que los
GPCRs pueden formar y funcionar como dimeros u oligdbmeros de mayor orden

(Angers y cols., 2002; Franco y cols., 2008a; Milligan y Smith, 2007; Milligan,
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2008; Milligan, 2009; Terrillon y Bouvier, 2004) que podrian tener relevancia
terapéutica (Franco y cols., 2008b; Kenakin y Miller, 2010).

La organizacion de los GPCRs en estructuras diméricas u oligoméricas ha
sido propuesta a partir de distintos métodos entre los que se incluyen: estudios de
union de ligandos, de coinmunoprecipitacion, de transferencia de energia de de
fluorescencia (FRET), de transferencia de energia de bioluminiscencia (BRET),
estudios de co-internalizacién y de microscopia de fuerza atdmica (AFM) (Milligan,
2004; Milligan, 2008; Park y cols., 2008). La deteccion de dimeros a partir de
estudios de unién de ligandos se basa en la existencia de fendmenos de
cooperatividad entre los protomeros del dimero. Estos fendmenos de cooperatividad
se pueden explicar asumiendo que la unién del primer ligando al dimero modifica
(positivamente o negativamente) los parametros de uniéon del segundo ligando. Asi
los ligandos se pueden unir a los dimeros induciendo fenémenos de cooperatividad
positiva o negativa que resultan en modificaciones en los perfiles de las curvas de
saturacion y competicion obtenidas en los ensayos de union de ligandos (Albizu y
cols., 2006; Durroux, 2005). En este contexto, las curvas de competicion bifasica se
pueden explicar por la existencia de fendmenos de cooperatividad negativa entre los
protomeros del dimero (Albizu y cols., 2006; Casado y cols., 2007).

Considerando la union de los ligandos a un receptor dimérico se han
desarrollado nuevos modelos matematicos (Durroux, 2005; Franco y cols., 2005;
Franco y cols., 2006). El modelo dimérico de dos estados (Franco y cols., 2005;
Franco y cols., 2006) es una extension que considera la existencia de dos estados de
los receptores diméricos, uno inactivo (RR) y otro activo (RR*), y se basa en la
posibilidad de que los cambios conformacionales en una molécula del dimero se
transmitan a la segunda molécula. El ajuste de los datos de los ensayos de unién de
ligandos utilizando estos modelos permite obtener pardmetros mas relevantes como
el “indice de cooperatividad” que refleja la comunicaciéon molecular dentro del
dimero (Casado y cols., 2007). Adicionalmente, para explicar los fenomenos de
selectividad funcional asociados a los receptores diméricos se ha propuesto el
modelo del receptor dimérico de tres estados que considera la existencia del receptor
en un estado inactivo (RR) y dos activos, (RR*) y (RR**), uno de ellos asociado a

una via de sefializacion y otro de los estados activos asociado a otra via de
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sefalizacion distinta (Brea y cols., 2009). En una extension de este modelo se
propone la existencia de estados diméricos asimétricos en los que existen diferencias
entre los protomeros dentro de un estado particular, proponiéndose la existencia de
tres estados: uno inactivo (RR) y dos activos, uno con asimetria de los protomeros
(R*R) y otro con una disposicion simétrica de los protomeros (R*R*) (Rovira y

cols., 2010).

I Receptor D

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico predominante en el
Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos, donde controla una variedad de
funciones incluyendo la actividad locomotora, la cognicién, la emocion, el
reforzamiento positivo, la ingesta de comida y la regulacion endocrina (Missale y
cols., 1998). Las alteraciones del sistema dopaminérgico han sido implicadas en la
fisiopatologia de varios desordenes psiquidtricos y neurologicos entre los que se
incluye la esquizofrenia (Goto y Grace, 2007; Howes y cols., 2009).

La dopamina es sintetizada por las neuronas mesencéfalicas de la sustancia
negra y del area tegmental ventral (VTA) y por las neuronas del nucleo arcuato y
periventricular del hipotalamo (Cooper y cols., 2003). Estas neuronas proyectan sus
axones a otras areas cerebrales originando cuatro vias dopaminérgicas principales:
nigroestriatal, mesolimbica, mesocortical y tuberoinfundibular. La neuronas de la via
nigroestriatal proyectan sus axones desde la sustancia negra al estriado dorsal y esta
via esta implicada fundamentalmente en la integracion cognitiva, la habituacion y el
control de la actividad motora. La via mesolimbica proyecta desde el VTA a
estructuras limbicas como el estriado ventral, el hipocampo y la amigdala. La via
mesocortical se origina en el VTA y proyecta a regiones corticales, principalmente a
la corteza orbitofrontal, prefrontal medial y cingulada, pero también a la corteza
dorsolateral prefrontal (DLPFC) y a la corteza temporal y parietal. El sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico juega un papel importante en la regulacion de la
funcion emocional y cognitiva. La via tuberoinfundibular proyecta desde los ntcleos

arcuato y periventricular del hipotalamo a la glandula pituitaria e interviene en la
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regulacion de la secrecion de prolactina (Bozzi y Borrelli, 2006; Dziedzicka-
Wasylewska, 2004; Guillin y cols., 2007; Wilson y cols., 1998).

Una de las hipotesis fisiopatologicas mas importantes de la esquizofrenia es
la hipotesis dopaminérgica que postula la existencia de un exceso de dopamina
(hiperdopaminergia) a nivel subcortical asociado con los sintomas positivos y una
deficiencia a nivel cortical (hipodopaminergia) asociada con los sintomas negativos y
el deterioro cognitivo caracteristicos de la esquizofrenia (Abi-Dargham, 2004;
Guillin y cols., 2007; Lieberman y cols., 2008). En una revision reciente basada en
distintas evidencias se ha propuesto una modificacion de esta hipotesis que implica la
interaccion entre multiples factores ambientales y genéticos que darian lugar a una
via final comin de hiperdopaminergia mesoestriatal presindptica asociada con la
psicosis. Adicionalmente, la interaccion de estos factores diversos influiria en otros
sistemas de neurotransmision afectando asi otros aspectos de la funcion cerebral y
originando los sintomas negativos y el deterioro cognitivo que en muchos casos
preceden a la psicosis. Esta nueva hipdtesis permitiria establecer una conexion entre
las alteraciones neuroquimicas y los sintomas y proporcionaria una explicacion al
hecho de que diversos factores de riesgo asi como distintas alteraciones funcionales y
estructurales se asocien con la esquizofrenia pero no sean especificos de la
enfermedad (Howes y Kapur, 2009).

Las diversas acciones fisiologicas de la dopamina son mediadas a través de su
interaccion con al menos cinco subtipos distintos de GPCRs que de acuerdo a sus
similitudes estructurales y farmacologicas se pueden dividir en dos subfamilias, la D,
que comprende los receptores D; y Ds y la subfamilia D, que incluye los receptores
D,, D3 y D4. Los receptores de la subfamilia D; se acoplan a proteinas Gys y activan
la adenilato ciclasa incrementando la concentracion intracelular del segundo
mensajero adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Los de la subfamilia D, se acoplan
a proteinas Gy, inhibiendo la formacion de AMPc mediante la inhibicion de la
adenilato ciclasa y ademds activan canales K" (Dziedzicka-Wasylewska, 2004;
Guillin y cols., 2007; Missale y cols., 1998; Nicola y cols., 2000).

De todos los receptores de dopamina el receptor D, ha sido de gran interés en
la fisiopatologia de la esquizofrenia y es la diana comun de los farmacos

antipsicéticos (Seeman, 2001). El bloqueo de estos receptores en las distintas vias
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dopaminérgicas se asocia con distintos efectos, asi el bloqueo a nivel limbico se
relaciona con la capacidad de los antipsicoticos de aliviar los sintomas positivos,
mientras que el bloqueo en el estriado se asocia con los efectos extrapiramidales y el
bloqueo en la glandula pituitaria se relaciona con la hiperprolactinemia (Wilson y
cols., 1998). La caracteristica fundamental de los antipsicOticos atipicos es su
capacidad para producir un efecto antipsicotico en ausencia de efectos
extrapiramidales o elevacion de la prolactina. Esta caracteristica se ha atribuido a
distintas causas como su interaccion con otros receptores y sistemas de
neurotransmisores. Sin embargo farmacos dirigidos a estos receptores no han
mostrado actividad antipsicdtica a menos que vayan acompaiados por algin grado
de bloqueo del receptor D,. De este modo, la modulacion de los receptores D, es una
condicion necesaria y suficiente para la accion de los farmacos antipsicéticos (Kapur
y Mamo, 2003).

Los receptores D, se expresan a niveles elevados en el estriado, a baja
expresion en el hipocampo, corteza entorrinal, tdlamo y a muy baja expresion en la
corteza prefrontal (Guillin y cols., 2007). Las investigaciones del receptor D, en la
esquizofrenia se han centrado fundamentalmente en el estriado debido a la densidad
mas elevada de este receptor en esta area cerebral (Takahashi y cols., 2006). La
descripcion de una elevada densidad de los receptores D, en el estriado de los
pacientes con esquizofrenia ha sido consistente en una gran cantidad de estudios
postmortem (Guillin y cols., 2007; Joyce y cols., 1988; Mita y cols., 1986; Soares y
Innis, 1999). Sin embargo, la interpretacion de los resultados de estos estudios
postmortem ha sido muy discutida debido a que la mayoria de los estudios utilizaban
tejidos postmortem de pacientes que habian recibido tratamiento antipsicotico,
surgiendo la posibilidad de que este incremento en la densidad de los receptores se
debiera al tratamiento antipsicotico (Seeman y Kapur, 2000). Los estudios de la
densidad de estos receptores mediante métodos de imagen in vivo como la
tomografia por emision de positrones (PET) y la tomografia computarizada por
emision de fotones individuales (SPECT) han aportado resultados poco consistentes
con algunos estudios describiendo un incremento en la densidad de los receptores D,
en la esquizofrenia (Tune y cols., 1993; Wong y cols., 1986; Wong y cols., 1997) y

otros mostrando ausencia de diferencias con respecto a los controles (Farde y cols.,
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1990; Hietala y cols., 1994; Martinot y cols., 1990). Se han propuesto distintas
explicaciones de estas discrepancias de los resultados como: la selectividad del
ligando hacia los subtipos del receptor D, las diferencias de la capacidad del ligando
para competir con la dopamina enddgena y la utilizacién de distintos métodos de
analisis (Lomena y cols., 2004; Soares y Innis, 1999). Adicionalmente, estas
discrepancias podrian reflejar una heterogeneidad en la densidad de los receptores D,
en los pacientes equizofrénicos (Soares y Innis, 1999). En este sentido, los resultados
de tres metaanalisis han descrito que existe al menos un aumento modesto en la
densidad de los receptores D, en el estriado de los pacientes esquizofrénicos
independientemente de los efectos de los farmacos antipsicoticos, existiendo una
variabilidad mayor de estas medidas en los pacientes comparado a los controles
(Kestler y cols., 2001; Laruelle, 1998; Zakzanis y Hansen, 1998). Asimismo, la
observacion de que los niveles de este receptor son mayores en gemelos
monocigoticos sanos comparados con gemelos dicigdticos sanos de pacientes con
esquizofrenia condujo a la conclusion de que el aumento de estos receptores en el
nucleo caudado se relaciona con un factor de riesgo para la esquizofrenia (Hirvonen

y cols., 2005).

I Receptor 5-HT2a

La serotonina es una amina biogénica conocida por su papel como
neurotransmisor (Mohammad-Zadeh y cols., 2008) que interviene en distintas
funciones cerebrales entre las que se incluyen el humor, cognicion, suefio, dolor,
funcion motora y secrecion endocrina (Millan y cols., 2008). Las neuronas
serotonérgicas se localizan en el ntcleo del rafe y desde ahi envian proyecciones a
casi cualquier estructura del cerebro y a la médula espinal (Cools y cols., 2008;
Nichols y Sanders-Bush, 2001; Sanders-Bush y cols., 2003). Las alteraciones en el
sistema serotoninérgico han sido implicadas en una gran variedad de enfermedades
humanas como depresion, ansiedad, dolor cronico y esquizofrenia (Millan y cols.,
2008).

Las diversas acciones de la serotonina son mediadas por su interaccién con

distintos receptores de membrana (Hoyer y cols., 2002). Hay siete tipos principales
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de receptores de serotonina (5-HT;-5-HT7) con subtipos de la mayoria dando lugar al
menos a catorce receptores distintos. Con excepcion del receptor 5-HT; que es
ionotropico, todos los otros tipos de receptores de serotonina son GPCRs y actian a
través de vias intracelulares para hiperpolarizar (receptores 5-HT;) o despolarizar
(receptores 5-HT,4/5/6/7) a sus células (Alex y Pehek, 2007; Di Matteo y cols., 2008).
El tipo 5-HT, estd formado por tres subtipos: 5-HTzs, 5-HT2s y 5-HTyc
(Hoyer y cols., 2002; Leysen, 2004). El receptor 5-HT,s ha sido ampliamente
implicado en la fisiopatologia y tratamiento de la esquizofrenia en base a distintas
observaciones (Eastwood y cols., 2001; Meltzer y cols., 2003b). Entre estas
observaciones se incluye el hecho de que algunos agonistas de los receptores 5-HT,4
como el acido lisérgico (LSD) y la psilocibina producen sintomas similares a los
estados psicoticos de la esquizofrenia (Geyer y Vollenweider, 2008; Gonzalez-
Maeso y Sealfon, 2009). Adicionalmente, la hipdtesis de la serotonina-dopamina
postula que la mayor afinidad relativa por el receptor 5-HT,5 comparado al receptor
D, es la caracteristica que diferencia los antipsicoOticos atipicos de los tipicos
(Meltzer y cols., 1989; Meltzer, 1999; Meltzer y cols., 2003b). Actualmente las
evidencias sugieren que la interaccion con los receptores 5-HT,4 no es ni tnica ni
necesaria o suficiente para obtener los efectos atipicos de los antipsicoticos, aunque
no se puede descartar la posibilidad de que el antagonismo de los receptores 5-HT,a
tenga un papel en las caracteristicas atipicas de los antipsicoticos en ciertos dominios
como el humor y la cognicion (Kapur y Remington, 2001b; Kapur y Mamo, 2003).
Los receptores 5-HT,4 se expresan abundantemente en varias regiones
corticales, nicleo caudado, nticleo accumbens, tubérculo olfatorio e hipocampo,
ademads de a nivel periférico en el musculo liso y en las plaquetas (Enguix y cols.,
2003). EI receptor 5-HT»4 se acopla fundamentalmente a proteinas G,q y activa
varias isoformas de la fosfolipasa C (PLC) que cataliza la degradacion de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y a diacilglicerol
(DAG) (Nichols y Sanders-Bush, 2001). Ademas de esta via de sefializacion se ha
descrito el acoplamiento a otras proteinas G y a otros sistemas efectores como la
fosfolipasa A, (Berg y cols., 1998; Gonzalez-Maeso y Sealfon, 2009; Leysen, 2004) .
La mayoria de los estudios postmortem han mostrado una disminucion de la

densidad del receptor 5-HT,a en la corteza de pacientes esquizofrénicos (Arora y
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Meltzer, 1991; Burnet y cols., 1996; Dean, 2003; Gurevich y Joyce, 1997
Matsumoto y cols., 2005). En contraste a los estudios postmortem, los resultados de
los estudios de imagen iz vivo han sido mas heterogéneos, con estudios describiendo
un descenso en la densidad del receptor 5-HTza en la corteza (Hurlemann y cols.,
2008; Ngan y cols., 2000) mientras que otros no han detectado diferencias (Erritzoe y
cols., 2008; Okubo y cols., 2000; Verhoeff y cols., 2000). Entre las posibles razones
para estas discrepancias en los resultados se incluye las caracteristicas del
radioligando, el parametro de uniéon medido, la edad de los individuos o la

medicacion (Eastwood y cols., 2001; Gonzalez-Maeso y Sealfon, 2009).

III. REELINA

La reelina es una glicoproteina secretada a la matriz extracelular con
actividad serina proteasa (D'Arcangelo y cols., 1997; Quattrocchi y cols., 2002). Esta
proteina se expresa ampliamente en el sistema nervioso central de todos los
vertebrados, tanto durante el desarrollo embrionario como en la etapa adulta (Roberts
y Perez-Costas, 2008). Durante el desarrollo embrionario, la reelina es sintetizada
fundamentalmente por las células Cajal-Retzius en la zona marginal de la corteza y el
hipocampo, en las células granulares del cerebelo y en las células del bulbo olfatorio
y de la médula espinal (Alcantara y cols., 1998; D'Arcangelo, 2005; Ikeda y
Terashima, 1997; Kubasak y cols., 2004; Schiffmann y cols., 1997). En la etapa
adulta, la reelina es sintetizada predominantemente por las neuronas gabaérgicas de
la corteza e hipocampo y por las células granulares glutamatérgicas del cerebelo.
También se observa expresion en el bulbo olfatorio, en la médula espinal y en menor
medida en el estriado y el tdlamo (Alcantara y cols., 1998; Ikeda y Terashima, 1997;
Pesold y cols., 1998; Pesold y cols., 1999; Ramos-Moreno y cols., 2006).

La expresion de la reelina no se limita al sistema nervioso central, también se
expresa en la sangre, en la pituitaria, en las células cromafines de la médula adrenal y
en organos periféricos como el higado, rifién, bazo, testiculos y ovarios (Ikeda y

Terashima, 1997; Smalheiser y cols., 2000).

47



Introduccion

I Estructura del gen y de la proteina reelina

El gen de la reelina (Reln) fue identificado por primera vez a partir de una
mutacion autosdmica recesiva presente en el raton reeler (Bar y cols., 1995;
D'Arcangelo y cols., 1995). Este raton surgié de forma espontanea en una colonia de
ratones en Edimburgo (Falconer, 1951). La mutacién original (Reln™), también
referida como mutacion Edimburgo o Jackson, se caracteriza por una delecion de
150 kb que elimina una gran parte de la porcion 3' del gen de la reelina (Bar y cols.,
1995; D'Arcangelo y cols., 1995). Adicionalmente, se han identificado otros cuatro

alelos reeler: el alelo Orleans (Reln™ "

) debido a una insercion de un elemento L1 en
un exon del extremo 3' del gen (de Bergeyck y cols., 1997; Takahara y cols., 1996),
el alelo transgénico (Reln"®) se asocia con una delecion genética que elimina una
gran parte interna del gen de la reelina y los alelos Albany 1y 2 (Reln™ """ y Reln'"
42y generados por mutagénesis inducida (Flaherty y cols., 1992; Royaux y cols.,
1997; Takahara y cols., 1996). Todos estos alelos reeler cuando se producen en
homocigosis conducen a ausencia de la reelina en el medio extracelular originando el
fenotipo reeler, que es muy similar excepto por ligeras discrepancias cuantitativas
que se pueden atribuir a diferencias en el background genético (Andersen y cols.,
2002; D'Arcangelo y Curran, 1998).

El gen de la reelina es conservado entre los vertebrados pero estd ausente en
invertebrados y plantas (D'Arcangelo, 2006). La proteina que se predice a partir del
gen de la reelina en el raton (Reln) y en el humano (RELN) es muy similar en tamafio
(388 kD) y la secuencia aminoacidica y nucleotidica es idéntica en un 94.2 % y
87.2 % respectivamente (DeSilva y cols., 1997). El gen, localizado en el cromosoma
5 en ratones y en el 7q22 en humanos, es grande (aproximadamente 450 kb) debido
fundamentalmente a la presencia de algunos intrones muy largos. Estd formado de
65 exones, de los cuales 51 codifican las ocho repeticiones de la proteina (DeSilva y
cols., 1997; Meyer G, 2008; Royaux y cols., 1997).

El gen de la reelina codifica una proteina de 3,461 aminoécidos de una masa
molecular relativa de aproximadamente 388 kDa (D'Arcangelo y cols., 1995). En el

extremo N-terminal la reelina contiene un péptido sefal de rotura de 27 aminoécidos,

una pequefia region de similitud con la F-espondina de aproximadamente

48



Introduccion

163 aminoacidos y una secuencia unica de 310 aminodcidos. La region central
contiene una serie de ocho repeticiones internas (I-VIII) de 350-390 aminoacidos.
Cada una de estas repeticiones estd formada de dos subdominios relacionados, A y B,
separados por una region de 30 aminoacidos con residuos de cisteina conservados,
relacionada con el motivo del factor de crecimiento epidérmico (EGF). El extremo
C-terminal es altamente basico y estd formado de 33 aminoacidos (Figura 7)
(D'Arcangelo y cols., 1995; D'Arcangelo y Curran, 1998; Rice y Curran, 2001;
Royaux y cols., 1997).

Sitio de rotura Sitio de rotura
N-terminal C-terminal
| Il ]| \'} \" Vi Vil Vil
T T OT T THOTTITTTTITTITHN
/S
Péptido | Epitopo CR-50
senal
Regién similitud
aF-espondina
E
A G B
F

REPETICION REELINA
(350-390 aa)

Figura 7: Esquema de la proteina reelina. (Tomado y modificado de Tissir y Goffinet,
2003).

La reelina se glicosila post-traduccionalmente aumentando su peso molecular
a 400 kDa (D'Arcangelo y cols., 1997) y se secreta al medio extracelular a través de
una via constitutiva (Lacor y cols., 2000). En condiciones fisiologicas, la reelina se
procesa proteoliticamente después de su secrecidon o en un compartimento post-
reticulo endoplasmico en dos sitios localizados entre las repeticiones 2 y 3 y entre la
6 y la 7 por una metaloproteinasa (Kohno y cols., 2009; Lambert De Rouvroit y cols.,
1999). A partir de este procesamiento se originan tres fragmentos principales: un
fragmento N-terminal de aproximadamente 180 kDa (extremo N-terminal a
repeticiones 1 y 2), un fragmento central de aproximadamente 120 kDa (repeticiones
3 a 6) y un fragmento C-terminal de aproximadamente 100 kDa (repeticiones 7y 8 a
extremo C-terminal). Utilizando anticuerpos dirigidos contra el extremo N-terminal

se detecta un producto intermedio de rotura de aproximadamente 300 kDa
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correspondiente al fragmento N-terminal y al central (D'Arcangelo, 2006; Jossin y
cols., 2003). El fragmento central de la reelina es suficiente para que manifieste
actividad bioldgica y bioquimica, aunque la proteina completa parece ser mas activa
que el fragmento central aislado (Jossin y cols., 2004).

La reelina se secreta in vivo como un homodimero (Kubo y cols., 2002) que
es capaz de inducir la dimerizacion o agrupamiento de sus receptores en la superficie
de las neuronas diana facilitando la transmision de la sefial (Strasser y cols., 2004).
La deleccion de una region de 230-346 aminoacidos localizada cerca del extremo
N-terminal y denominada epitopo CR-50 impide la oligomerizacién y la transducion
de la sefial mediada por la reelina (Utsunomiya-Tate y cols., 2000). Estos datos
concuerdan con resultados obtenidos con el anticuerpo CR-50 que antagoniza la
funcion de la reelina tanto in vitro (Miyata y cols., 1997) como in vivo (Nakajima y
cols., 1997) sugiriendo la intervencion de esta region en la oligomerizacion de la

reelina y en su funcion biolégica.

I Vias de senalizacion de la reelina

La via de sefializacion de la reelina ha sido parcialmente clarificada por
medio de ratones con mutaciones en distintos genes que originan un fenotipo similar
al del raton reeler. Los ratones que presentan una mutacion simultanea en el gen del
receptor de lipoproteina de muy baja densidad (VLDLR) y del receptor de
apolipoproteina E 2 (ApoER2) presentan las mismas caracteristicas que los ratones
que pierden la reelina. Sin embargo, los ratones que pierden el VLDLR o el ApoER2
muestran un fenotipo menos severo que los ratones que pierden ambos receptores de
lipoproteina. Ademads presentan especificidad regional, con alteraciones leves en el
cerebelo si pierden el VLDLR o con alteraciones en la corteza e hipocampo en el
caso de la pérdida del receptor ApoER2 (Trommsdorff y cols., 1999).
Adicionalmente, la inactivacion por mutagénesis dirigida o por mutaciones
espontaneas en el gen que codifica la proteina adaptadora disabled 1 (Dabl), como
en los ratones mutantes scrambler y yotari, genera un fenotipo idéntico al del raton

reeler (Howell y cols., 1997; Sheldon y cols., 1997). El hecho de que mutaciones en
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genes distintos causen el mismo fenotipo, se puede explicar debido a que las
proteinas que codifican actuen en la misma via de sefializacion.

A partir de esta informacion se establecié una via de sefializacion en la que la
reelina se une al dominio extracelular de los receptores de lipoproteina ApoER2 y
VLDLR (D'Arcangelo y cols., 1999; Hiesberger y cols., 1999; Trommsdorff'y cols.,
1999) induciendo el agrupamiento de estos receptores (Strasser y cols., 2004) (Figura
8). Como consecuencia de esta unidén la proteina Dabl, una proteina adaptadora
intracelular se une a través de un dominio PI/PTB a la secuencia citoplasmatica
NPxY presente en ambos receptores (Jossin, 2008) y se dimeriza u oligomeriza
(Strasser y cols., 2004). Dabl es fosforilada en residuos tirosina especificos por
tirosina cinasas de la familia Src (SFKs), concretamente la Src y la Fyn (Arnaud y
cols., 2003b; Bock y Herz, 2003; Keshvara y cols., 2001; Kuo y cols., 2005). La
proteina Dabl fosforilada se une a la subunidad p85 de la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K) y la activa. La PI3K activada fosforila y activa la proteina cinasa B (PKB 6
Akt) que fosforila la glucogeno sintasa cinasa 3 beta (GSK3pB) inhibiendo su
actividad. Esto afecta la capacidad de la GSK3[ de fosforilar la proteina asociada a
microtubulos tau (t). Como resultado de la reduccion de la fosforilacion de la T se
promueve la organizacion y estabilidad de los microtibulos (Beffert y cols., 2002;
Beffert y cols., 2004; Bock y cols., 2003; Herz y Chen, 2006; May y cols., 2005). Por
otra parte, Akt fosforilada activa la via mTORCI1-S6K1 que estimula la sintesis de
proteinas y el complejo mTORC2 que modula la organizacion de la actina,
promoviendo de este modo el crecimiento y arborizacion de las dendritas. Se ha
observado que la activacion de la via PI3K/Akt por reelina es necesaria para la
separacion del preplato y la formacion de capas del plato cortical y este efecto es
independiente de GSK3f y de mTOR. Esto sugiere que diferentes dianas de Akt son
las responsables de mediar los efectos de la reelina en el desarrollo del plato cortical
y en el crecimiento dendritico, implicando, probablemente, varias redes complejas de
mecanismos de sefalizacion bioquimicos, de los cuales muchos aun no han sido
identificados (Jossin y Goffinet, 2007). Alternativamente, la activacion de PI3K
también provoca, por medio de unos efectores desconocidos, la fosforilacion de LIM

cinasa 1 (LIMK) que a su vez fosforila e inhibe la n-cofilina contribuyendo a la
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estabilizacion del citoesqueleto de actina en los procesos de migracion de las
neuronas (Chai y cols., 2009).

Por otra parte, la via de sefializacion de la reelina se ha relacionado con la
modulacién de la funcion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR). Las proteinas
SFKs activadas debido a la union de reelina fosforilan la subunidad NR2 del receptor
de NMDA favoreciendo la entrada de calcio. La elevacion del calcio intracelular
puede activar la proteina de union al elemento de respuesta a AMPc (CREB) que
potencia la expresion de genes que son importantes en la plasticidad sinaptica,
crecimiento de neuritas y desarrollo de espinas dendriticas (Chen y cols., 2005; Herz
y Chen, 2006).

Ademas de unirse a los receptores VLDLR y ApoER2, la reelina también se
une a los receptores de integrinas aunque el significado funcional de la union a estos
receptores es poco conocido (Qiu y Weeber, 2011). La unién de la reelina a los
receptores de integrina puede estabilizar la densidad postsinaptica de las espinas
dendriticas e inducir la traduccion de ARNm presentes en las espinas dendriticas
contribuyendo por ello a la plasticidad sindptica (Dong y cols., 2003). Existen
estudios que muestran que la reelina se une a la integrina a3p1 y transmite una sefial
de parada a las neuronas en migracion (Dulabon y cols., 2000; Schmid y cols., 2005).
Sin embargo, otros estudios muestran que la integrina a31 no es un componente
esencial en la via de sefializacion de la reelina (Belvindrah y cols., 2007; Magdaleno

y Curran, 2001).
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Figura 8: Representacion esquematica de las vias de sefializacion de la reelina y sus posibles
efectos. (Esquema basado en Qiu y Weeber, 2008; Herz y Chen, 2006; Chai, 2009; Jossin y
Goffinet, 2007).

Se han identificado otras moléculas de la via de sefializacion de la reelina,
entre las que se incluyen Lisl (Assadi y cols., 2003), la Nckp (Pramatarova y cols.,
2003) y Crk (Huang y cols., 2004), aunque la mayoria de los eventos que median no
estan completamente caracterizados o no han sido completamente integrados.

El mecanismo de down-regulation de la via de la reelina implica la
poliubiquitinacion de la proteina Dabl fosforilada y su degradacion via proteosoma.
Este mecanismo de degradacion es dependiente de los receptores VLDLR vy
ApoER2, de Dabl fosforilada y de la actividad de las SFKs (Arnaud y cols., 2003a;
Kerjan y Gleeson, 2007).
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I Funcion

La reelina controla multiples aspectos del desarrollo cerebral de los
organismos, actuando tanto en la etapa embrionaria como en la etapa postnatal y en
el adulto. El raton reeler y los mutantes con fenotipo reeler han sido ampliamente
utilizados para estudiar los mecanismos moleculares que median las funciones de la
reelina.

Una de las funciones mejor caracterizadas de la reelina es el control de la
migracion neuronal radial y la formacion de las capas celulares durante el desarrollo
cerebral embrionario. La formacion de capas o laminas es una caracteristica de todas
las estructuras corticales, incluyendo la corteza cerebral, el hipocampo y el cerebelo
(Huang y D’Arcangelo, 2008; Rice y Curran, 2001). El papel de la reelina en la
migracion neuronal ha sido estudiado extensamente utilizando el desarrollo de la
corteza cerebral como sistema modelo (Herz y Chen, 2006).

Durante el desarrollo embrionario de la corteza, las primeras neuronas post-
mitoticas forman una estructura transitoria denominada preplato. Esta estructura esta
formada de dos poblaciones neuronales transitorias que degeneran después del
nacimiento, las células Cajal-Retzius localizadas superficialmente y las células del
subplato. El desarrollo continua con la migracion radial de las neuronas que formaran
el plato cortical desde la zona ventricular hacia la pia. Estas neuronas escinden el
preplato y se situan entre las células Cajal-Retzius y las del subplato. Cada nueva
generacion de neuronas migra sistematicamente, pasa a sus predecesoras y se sitian
justo debajo de las células Cajal-Retzius de acuerdo a un patrén de desarrollo de
“dentro-fuera”. De este modo se desarrolla el caracteristico plato cortical del adulto,
dividido en seis capas (I-VI) numeradas desde fuera (superficie pial) hacia dentro
(superficie ventricular). Cada una de estas capas esta formada de neuronas de
morfologia, propiedades funcionales, conexiones, tiempo y lugar de origen similares.
Asi, la capa I y la region justo debajo del plato cortical contienen las neuritas, las
capas II/IIl contienen las ultimas generaciones de neuronas mientras que la VI
contiene la primera generacion de neuronas. En la corteza del raton reeler este modo
de desarrollo estd alterado. El preplato se desarrolla de modo normal, pero la primera

generacion de neuronas a pesar de generarse en el tiempo correcto es incapaz de
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escindir el preplato y se coloca en una capa debajo del preplato. Las siguientes
generaciones de neuronas son incapaces de pasar a sus predecesoras y se acumulan
sucesivamente debajo, como consecuencia el plato cortical se desarrolla en un modo

invertido de “fuera a dentro” (Figura 9).

Normal Reeler
Desarrollo Adulto Desarrollo A CR Adulto
i SP .
pia o pia
[ — {3 o
21 o "3 Vi|§ v e
o I ageegece £ 0 %%
t b X Ty cetece
o %0 ¢ 000
o |V 20080 08000 o 9.0
pia g G‘o'l'.'l. pia r A o%e%0 v g v . 0°
2 Vv :.i:.:.:.o 00 .::'o'.ozzz g
CR - 00 [3) ]
S et CR .8 ..%g#.:,.?- of T i i
vz vz vz
Tiempo ——> Ventriculo Tiempo ——> Ventriculo

Figura 9: Desarrollo del plato cortical normal y en el reeler. En el desarrollo normal del
plato cortical en el raton wild type las neuronas que forman el plato cortical migran desde la
zona ventricular (VZ) a la pia y se situan de acuerdo a un patrén de desarrollo de “dentro-
fuera” entre las células Cajal-Retzius (CR) y las del subplato (SP) las cuales degeneran
después del nacimiento. En el desarrollo del plato cortical del raton reeler las generaciones
de neuronas son incapaces de escindir el preplato y se colocan debajo en un orden de
desarrollo invertido. (Modificado de Cooper, 2008).

De estas observaciones, se establecid que la via de sefalizacion de la reelina
es esencial para la correcta migracion radial de las neuronas y la correcta formacion
de las capas corticales, aunque el mecanismo exacto que induce esta formacion
laminar no estd completamente establecido. Mecanismos similares operan en el
desarrollo del cerebelo y del hipocampo. En el cerebelo, las células de Purkinje
completan la primera fase de la migracién pero fallan para formar el plato de las
células de Purkinje. En el hipocampo, las neuronas piramidales no se alinean
correctamente y las células granulares del giro dentado estan dispersas (Bar y cols.,
2000; Cooper, 2008; D'Arcangelo, 2005; Frotscher y cols., 2009; Gilmore y Herrup,
2000; Huang y D’Arcangelo, 2008; Huang, 2009; Rice y Curran, 2001; Tissir y
Goffinet, 2003). Aunque los defectos mas severos se observan en la corteza cerebral,
el cerebelo y el hipocampo también se detectan alteraciones en la oliva inferior,

bulbo olfatorio, nticleo coclear, nicleo del nervio facial, talamo, tectum, neuronas
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dopaminérgicas de la sustancia negra, retina y médula espinal (D'Arcangelo, 2005;
Lambert De Rouvroit y Goffinet, 1998; Tissir y Goffinet, 2003).

A pesar de que la mayoria de la informacion respecto a la funcion de la
reelina procede de investigaciones sobre el desarrollo embrionario del cerebro,
estudios recientes indican que la via de sefalizacion mediada por esta proteina
también juega un importante papel en la funcidn sinaptica en el cerebro postnatal y
en el adulto (Herz y Chen, 2006; Levenson y cols., 2008; Rogers y Weeber, 2008).
Se ha observado que la reelina promueve el crecimiento y la arborizacién de las
dendritas (Jossin y Goffinet, 2007; Niu y cols., 2004) e interviene en la formacion o
estabilizacion de las espinas dendriticas (Niu y cols., 2008). Las espinas dendriticas
son pequefias protusiones que cubren las dendritas, reguladas dindmicamente y que
forman el componente post-sinaptico de la mayoria de las conexiones sinépticas
excitatorias del cerebro. La reelina se une a receptores presentes en las densidades
post-sinapticas de las espinas dendriticas y regula la translacion de ARNm residentes
en las espinas dendriticas y en las dendritas y de este modo podria participar en la
modulacién de la estructura y la estabilidad sinaptica (Dong y cols., 2003). Por tanto,
se requiere un nivel constitutivo de la via de sefializacion de esta proteina tanto para
la maduracion neuronal como para el desarrollo de las estructuras sinapticas
necesarias para el correcto procesamiento de la informacion por las neuronas
(Levenson y cols., 2008; Rogers y Weeber, 2008). En este sentido, la reelina
interviene también en la estabilizacion del citoesqueleto de actina y en la formacion
de la potenciacién a largo plazo (LTP) aumentando la plasticidad sinaptica y
regulando la transmision sindptica, la memoria y el aprendizaje (Beffert y cols.,

2005; Frotscher, 2010; Herz y Chen, 2006; Weeber y cols., 2002).

I Lareelina en la esquizofrenia

Ademas de la funcion conocida de la reelina durante el desarrollo cerebral,
existen varios estudios que indican un posible papel del gen y de la proteina reelina
en trastornos neuropsiquidtricos como la esquizofrenia, el autismo, el desorden

bipolar, la depresion mayor, la lisencefalia y el Alzheimer (Fatemi y cols., 2008).
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En la esquizofrenia se ha descrito que los niveles del ARNm y de la proteina
reelina estan disminuidos en un 50 % en varias estructuras cerebrales como la corteza
prefrontal y temporal, hipocampo, cerebelo y nucleo caudado, y este descenso ha
sido propuesto como un factor de vulnerabilidad para el desarrollo de esta
enfermedad (Impagnatiello y cols., 1998). En un estudio posterior en cerebros
postmortem de pacientes esquizofrénicos también se observd una disminucion de la
expresion de reelina en la corteza prefrontal y en el cerebelo sin que se apreciase una
pérdida detectable de neuronas (Guidotti y cols., 2000). Esta reduccion de los niveles
de reelina se asocia con una disminucion del ARNm y de la proteina de la
descarboxilasa del acido glutamico de 67 kDa (GADg7) en los mismos cerebros
postmortem (Guidotti y cols., 2000).

La disminucion en la expresion de reelina fue posteriormente confirmada con
otros estudios en el hipocampo (Fatemi y cols., 2000; Knable y cols., 2004), en el
cerebelo (Eastwood y cols., 2003; Fatemi y cols., 2005), en la corteza temporal
superior (Eastwood y Harrison, 2003) y en la corteza prefrontal (Eastwood y
Harrison, 2006; Knable y cols., 2001). Aunque los estudios iniciales mostraron
ademas de la disminucion en la expresion de reelina una reduccion en la expresion de
GADyg7, estudios posteriores mostraron una reduccion tanto de GADg; como de la
descarboxilasa del acido glutdmico de 65 kDa (GADsgs) en el cerebelo de pacientes
esquizofrénicos proporcionando evidencias de disfuncion gabaérgica en la
esquizofrenia (Bullock y cols., 2006; Fatemi y cols., 2005). En un estudio con 100
marcadores biologicos que parecen estar alterados en cerebros postmortem de
pacientes con esquizofrenia se observd que la reelina y la GADg; son las mas
anomalas y la disminucion de su expresion en la corteza ha sido uno de los hallazgos
mas consistentes observado en los cerebros postmortem de estos pacientes (Grayson
y cols., 2005; Torrey y cols., 2005).

A pesar de la consistente reduccion que se observa en los niveles de la reelina
en la esquizofrenia, los estudios de asociacion genética no han sido capaces de
mostrar una asociacion significativa entre los polimorfismos de la reelina y la
enfermedad (Akahane y cols., 2002; Chen y cols., 2002; Goldberger y cols., 2005;
Huang y Chen, 2006). De este modo, ciertos alelos de la reelina se asocian como

factores de riesgo para el desarrollo de la esquizofrenia s6lo cuando se consideran en
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combinacion con uno de los genes implicados en esta enfermedad (Hall y cols.,
2007). La falta de resultados concluyentes en los estudios de asociacion condujo al
estudio de endofenotipos, que estan mas relacionados con la biologia subyacente y
son herramientas mas potentes en los estudios de asociacion. Asi, en un estudio se ha
observado una asociacion entre la reelina y un nimero de tareas cognitivas que estan
alteradas en la esquizofrenia como son la memoria temporal y de atencion, el
aprendizaje verbal, la memoria y la funcion ejecutiva (Wedenoja y cols., 2010).

En linea con estos resultados, distintas evidencias indican que algunos
mecanismos epigenéticos como la hipermetilacion del gen de la reelina podrian ser
los responsables de la disminucion de la expresion de la reelina en el cerebro de
sujetos con esquizofrenia (Abdolmaleky y cols., 2005; Costa y cols., 2002a; Costa y
cols., 2003), de hecho existen estudios que muestran un aumento de la
hipermetilacion de islas CpG del promotor de la reelina en los pacientes
esquizofrénicos (Abdolmaleky y cols., 2005; Grayson y cols., 2005). Ademas la
ADN metiltransferasa 1 (DNMT1), que es la enzima que cataliza la metilacion del
ADN en regiones de los promotores ricas en islas CpG, esta sobreexpresada en las
mismas neuronas gabaérgicas de la corteza prefrontal de pacientes esquizofrénicos
que presentan reduccion de la expresion de reelina y de GADg7 (Ruzicka y cols.,
2007; Veldic y cols., 2004; Veldic y cols., 2005). Estos datos sugieren que la
sobreexpresion de la DNMTI1 podria mediar la inducién epigenética de la
hipermetilacion del promotor de la reelina y de la GADg; dando lugar a la
disminucién de su expresion en la esquizofrenia. A su vez, la reduccion de la via de
sefalizacion de estas proteinas probablemente sea la causa de la disminucion del
nimero de espinas dendriticas observada en la corteza prefrontal de los pacientes

esquizofrénicos (Figura 10) (Guidotti y cols., 2009).

58



Introduccion

Funciéon GABAérgica en sujetos no-psicoticos Disminucion de la funcion GABAérgica dependiente
de DNMT-1 en pacientes esquizofrénicos

Neurona GABAérgica Neurona GABAérgica
DNMT1 DNMT1 4
/ \ e S
Fam =%
ARNm ARNm ARNmM ARNmM
GADgy Reelina GADg; Reelina
= A
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Figura 10: Distintas poblaciones de interneuronas GABAérgicas expresan reelina que acta
en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales. En sujetos normales la reelina
secretada por las interneuronas GABAérgicas se une a los receptores presentes en las espinas
dendriticas promoviendo su desarrollo y maduracion. En los pacientes esquizofrénicos la
DNMT]1 es sobreexpresada, induciendo la hipermetilacion de los promotores de reelina y
GADg; originando asi la disminucion de su transcripcion. La reduccion de reelina y GABA
unido a las espinas dendriticas causa probablemente la disminucion del nimero de espinas
dendriticas. (Tomado de Guidotti, 2009).

A diferencia de la existencia de distintos estudios sobre la expresion de
reelina en el cerebro, el estudio de los niveles de esta proteina en sangre y en liquido
cefalorraquideo ha sido limitado. Se ha comprobado que los niveles sanguineos de la
reelina y sus isoformas estan alterados en los pacientes esquizofrénicos (Fatemi y
cols., 2001). En relacion a los niveles de reelina en el liquido cefalorraquideo de
pacientes con esquizofrenia, en un estudio con un niamero limitado de muestra no se
han observado diferencias cuantitativas o cualitativas. Sin embargo, debido al
tamafio reducido de la muestra y al desconocimiento del origen de la reelina y de la
vida media de sus isoformas en el liquido cefalorraquideo la interpretacion de este
dato es dificil y se necesitarian mas estudios para confirmarlo (Ignatova y cols.,

2004).
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IV. MODELOS ANIMALES DE ESQUIZOFRENIA

Un modelo se define como cualquier preparacion experimental desarrollada
para estudiar una condicion o fendmeno particular en la misma o diferentes especies
(Geyer y Moghaddam, 2002). Los modelos son normalmente preparaciones animales
que manifiestan alteraciones que intentan imitar o se pueden relacionar con una
condicion humana.

A diferencia de otros desoérdenes, en los que los modelos animales han sido
importantes herramientas para discernir los mecanismos fisiopatplogicos y disefiar
terapias mas efectivas, el conocimiento de la psicopatologia de la esquizofrenia
aportado por el estudio de los modelos animales ha sido limitado (Kilts, 2001; Lipska
y Weinberger, 2000). Esto es debido a la existencia de varios factores que dificultan
el desarrollo de un modelo animal de la esquizofrenia entre los que se incluyen la
etiologia heterogénea de la enfermedad que implica interacciones complejas entre
factores genéticos y ambientales, la ausencia de un marcador definido de la
enfermedad junto con un curso clinico variable con sintomas cognitivos dificiles de
reproducir en animales.

La validez de los modelos animales de los desordenes mentales se mide en
funcion de tres criterios (Tordjman y cols., 2007):

1) Similitud del comportamiento (“face validity”), se refiere a la similitud
del comportamiento del modelo animal y los sintomas especificos de la
condicion humana.

2) Validez del constructo, entendida como la capacidad del modelo para
ensayar la hipdtesis etiopatogénica en base al estudio de los factores de
riesgo y de los mecanismos implicados en la patogénesis y validez
etiologica referida a la similitud de la etiologia existente entre el modelo
animal y la condicion humana.

3) Validez predictiva, entendida como la capacidad del modelo para
identificar correctamente farmacos con potencial valor terapéutico en
humanos.

La necesidad de una investigacién basica que genere hipotesis relevantes a

humanos que posibiliten un mejor conocimiento de la neurobiologia de la
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esquizofrenia junto con una mejora del tratamiento, ha proporcionado varios modelos
animales. Si bien estos modelos de la esquizofrenia sirven para evaluar una causa
especifica o una hipdtesis mecanistica mds que para imitar completamente la
enfermedad en humanos (Marcotte y cols., 2001). Se han descrito varios modelos
animales que podrian ser informativos de algun aspecto del fenotipo o de la etiologia
de la esquizofrenia (Carpenter y Koenig, 2008) y que se pueden dividir en tres
categorias fundamentales: modelos farmacoldgicos, modelos del neurodesarrollo y
modelos genéticos (Geyer y Moghaddam, 2002).

Los modelos farmacolégicos se basan en las alteraciones observadas en
varios sistemas de neurotransmisores (dopamina, serotonina y glutamato
fundamentalmente) y en el uso de tratamientos farmacologicos que produzcan
sintomas similares a los observados en la esquizofrenia. Entre estos modelos se
puede citar los modelos que se basan en el uso de psicoestimulantes como la
anfetamina o el 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA) que inducen un exceso de
liberacion de dopamina a la hendidura sinaptica provocando aumentos de la actividad
locomotora y estereotipias. Los modelos basados en la utilizacion de agonistas de los
receptores 5-HT»a de serotonina, como la dietilamina de acido lisérgico (LSD) y la
mescalina, que originan alucinaciones y respuestas exageradas a estimulos
sensoriales y cognitivos (Marcotte y cols., 2001). El desarrollo de tolerancia a los
efectos de las sustancias alucindgenas junto con el desarrollo de alucinaciones
visuales en vez de auditivas como es caracteristico de la esquizofrenia limitan la
utilidad de estos modelos (Tordjman y cols., 2007). Otros modelos se basan en la
utilizacion de antagonistas de los receptores de glutamato del subtipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) como la fenciclidina y la ketamina que originan sintomas
similares a los observados en esquizofrenia y que precipitan la psicosis en pacientes
con esquizofrenia (Geyer y Moghaddam, 2002; Marcotte y cols., 2001).

Los modelos del neurodesarrollo se basan en la induccion experimental de
alteraciones en el desarrollo cerebral que se manifiestan en forma de alteraciones
neuroquimicas en el cerebro y comportamientos aberrantes en el adulto. Uno de los
modelos mejor caracterizados de esta categoria implica la lesion neonatal del
hipocampo ventral que origina alteraciones en los circuitos corticales y subcorticales

en los que participa dando lugar a alteraciones en la adolescencia o en la edad adulta
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temprana de relevancia en la esquizofrenia. También se han considerado modelos
animales a los que se le han realizado lesiones del desarrollo de otras estructuras
implicadas en la esquizofrenia como la corteza prefrontal y el tadlamo (Lipska y
Weinberger, 2000; Marcotte y cols., 2001). Otras estrategias que han sido utilizadas
para alterar el desarrollo incluyen: la malnutricion gestacional, la exposicion prenatal
al virus de la gripe, la irradiacion gestacional con rayos X, la exposicion a la toxina
mitotica en el utero y administracion sistémica de inhibidores de la 6xido nitrico
sintasa (NOS). Estos modelos originan cambios morfologicos importantes como
alteracion de la neurogénesis y reduccion del volumen cortical que imitan ciertos
aspectos de la esquizofrenia (Geyer y Moghaddam, 2002; Lipska y Weinberger,
2000). Otros modelos incluidos dentro de esta categoria se basan en la exposicion a
experiencias estresantes al principio de la vida, como la separacion materna y el
aislamiento social, que originan numerosas alteraciones algunas de las cuales surgen
en la vida adulta (Lipska y Weinberger, 2000; Tordjman y cols., 2007).

Los modelos genéticos se basan en modificaciones mediante estrategias
genéticas o mutaciones espontaneas de genes implicados en los sistemas de
neurotransmision relevantes en la esquizofrenia, en el neurodesarrollo o considerados
factores de riesgo para la susceptibilidad a la esquizofrenia (Carpenter y Koenig,
2008; Chen y cols., 2006; Lipska y Weinberger, 2000). Entre los genes mas
ampliamente aceptados por estar implicados en la esquizofrenia de los que existen
modelos animales disponibles se incluyen: catecol-O-metiltransferasa (COMT),
DISC1 (“disrupted in schizophrenia 1), neuroregulina y reelina entre otros (Carpenter
y Koenig, 2008). A pesar de que los modelos animales basados en modificaciones
genéticas no abarcan la amplitud del perfil clinico de la esquizofrenia, la utilizacion
de estos modelos para estudiar el papel de los genes de susceptibilidad en el proceso
cognitivo, funcion neuronal y transduccion de senales durante el desarrollo asi como
sus interacciones con factores ambientales aportard informacion de los mecanismos
moleculares de la fisiopatologia de la esquizofrenia y favorecera el desarrollo de
nuevas terapias antipsicoticas (Chen y cols., 2006).

La validez de estos modelos se debe establecer especificando tanto la
manipulacion utilizada para inducir la alteracion, como las medidas utilizadas para

caracterizarla (Geyer, 2008). Las medidas del comportamiento como la actividad
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locomotora o las deficiencias en la cogniciéon o en el procesamiento de la
informacion como la inhibicion del prepulso (PPI), han sido ampliamente utilizadas.
Ademas de los estudios del comportamiento, los marcadores celulares y moleculares
que se basan en cambios descritos en muestras postmortem de humanos y en estudios
de imagen también estan siendo utilizados como medidas utiles para establecer la
validez de los modelos animales (Geyer y Moghaddam, 2002). En este sentido, esta
ganando importancia el desarrollo de tests de comportamiento objetivos que valoren
respuestas similares tanto en ratones como en humanos. La PPI y los potenciales
evocados auditivos son ejemplos de medidas que pueden ser utilizadas de modo
equivalente en ratones y en humanos y que estan alteradas tanto en los desordenes
psiquiatricos como en los modelos animales adecuados (Geyer, 2008).

A pesar de que no existe un modelo animal perfecto que reproduzca
completamente el fenotipo de la esquizofrenia y que los distintos modelos tienen sus
ventajas y sus limitaciones, cada uno de estos modelos puede ser util para clarificar
las causas y los mecanismos de la esquizofrenia, asi como para comprender mejor las
relaciones entre las variables biologicas y bioquimicas y sus interacciones con los
factores ambientales (Tordjman y cols., 2007). El desarrollo futuro de modelos
animales de la esquizofrenia dependera de un conocimiento mas completo de la
enfermedad, del desarrollo de modelos endofenotipos mas que modelos que intenten
imitar completamente la enfermedad, de la integraciéon de los hallazgos de los
distintos modelos animales asi como del refinamiento de los criterios utilizados para

validar dichos modelos (Kilts, 2001).

El raton heterocigoto reeler como modelo animal de
esquizofrenia

El raton heterocigoto reeler haploinsuficiente para la reelina, expresa
aproximadamente el 50 % de la cantidad de proteina y ARNm de reelina presente en
el raton wild type (Costa y cols., 2001; Tueting y cols., 1999). Esta disminucién en la
expresion de reelina fué¢ similar a la observada en pacientes esquizofrénicos
(Impagnatiello y cols., 1998), lo que convirti6 al ratéon heterocigoto reeler de interés

como un posible modelo animal de psicosis (Tueting y cols., 1999). A diferencia del
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raton reeler (homocigoto para reelina) que muestra alteraciones estructurales obvias
como ectopia neuronal en las estructuras cerebrales laminadas y alteraciones del
comportamiento como ataxia, temblores, desequilibrio y un movimiento de tambaleo
caracteristico, el fenotipo del raton heterocigoto reeler parecid similar al del raton
wild type al principio (D'Arcangelo y Curran, 1998; Katsuyama y Terashima, 2009).
Sin embargo, estudios mas profundos revelaron alteraciones neuroanatdmicas,
neuroquimicas y del comportamiento similares a las observadas en la equizofrenia
(Costa y cols., 2001; Tueting y cols., 2006).

Al igual que sucede en los cerebros postmortem de pacientes esquizofrénicos,
en el cerebro del raton heterocigoto reeler la disminucion de la reelina se asocia con
una disminucion en los niveles del ARNm y de la proteina GADg7 (Costa y cols.,
2001; Liu y cols., 2001). Por otra parte, tanto en los pacientes no-psicéticos como en
el raton wild type existe una correlacion positiva entre la expresion de reelina y
GADyg7, sin embargo esta correlacion se pierde en los pacientes esquizofrénicos y en
el ratobn heterocigoto reeler (Costa y cols., 2001; Guidotti y cols., 2000). En
conclusion, la reduccion de la reelina y GADg; presente en el raton heterocigoto
reeler es consistente con el déficit GABAérgico asociado a la esquizofrenia (Tueting
y cols., 2006).

Asimismo existen otras numerosas alteraciones neurobioldgicas observadas
en el raton heterocigoto reeler similares a las presentes en los cerebros postmortem
de pacientes esquizofrénicos entre las que se incluyen: disminucion del espesor
cortical, hipoplasia del neuropilo, aumento de la densidad de empaquetamiento
neuronal, disminucidon de las espinas dendriticas en las dendritas de las neuronas
piramidales de la capa III de la corteza frontal, reduccion de la ramificacion
dendritica en el hipocampo, evidencias indirectas de disregulacion de la funcion
glutamatérgica, dopaminérgica y neuroendocrina y alteraciones electrofisiologicas
como déficits en la potenciacion a largo plazo (LTP) y en la depresion a largo plazo
(LTD) (Figura 11) (Costa y cols., 2001; Liu y cols., 2001; Niu y cols., 2004; Qiu y
cols., 2006; Tueting y cols., 2006). Basado en estos hallazgos, el raton heterocigoto
reeler fue propuesto como un modelo animal adecuado de las alteraciones
neuroanatdémicas y neuroquimicas descritas en la esquizofrenia y para el desarrollo

de nuevos farmacos antipsicéticos (Costa y cols., 2002b).
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Figura 11: Microfotografias de dendritas de neuronas piramidales de raton homocigoto
reeler (A), heterocigoto (B) y wild type (C). La densidad de espinas dendriticas esta

disminuida significativamente en raton homocigoto y heterocigoto reeler comparado con el
wild type. Barra de calibrado: 5 pm. (Tomado de Niu, 2008).

Por otra parte, este raton presenta multiples alteraciones del comportamiento
entre las que se incluyen déficits en: la inhibicién de prepulso (PPI) (Costa y cols.,
2002b; Qiu y cols., 2006; Tueting y cols., 1999), interaccidén y reconocimiento social
(Tueting y cols., 2006), condicionamiento del miedo contextual (Qiu y cols., 2006),
aprendizaje de discriminacion olfatoria (Larson y cols., 2003), funcién ejecutiva
(Brigman y cols., 2006) y aprendizaje (Krueger y cols., 2006) ademas de diferencias
en ansiedad, evaluacion de riesgo e impulsividad (Ognibene y cols., 2007). Sin
embargo, a pesar de las multiples evidencias de la existencia de alteraciones
comportamentales existe una enorme controversia en relacion a la utilidad del raton
heterocigoto reeler como un modelo de psicosis. Existen estudios en los que no se
observan diferencias comportamentales del raton heterocigoto reeler en una bateria
estandar de tests de comportamiento entre los que se incluye el PPI (Podhorna y
Didriksen, 2004; Salinger y cols., 2003). Tampoco se observaron déficits en la PPI
con un estimulo acustico aunque si con la combinacion de dos estimulos distintos
(Barr y cols., 2008). Esta diferencia con los estudios que mostraron déficits en la PPI
(Qiu y cols., 2006; Tueting y cols., 1999) es especialmente importante, porque los
pacientes esquizofrénicos y sus familiares cercanos que no desarrollan la enfermedad
presentan déficits de la PPl y ademas es uno de los pocos marcadores
endofenotipicos que puede ser estudiado en un modo comparable en humanos y
animales (Barr y cols., 2008; Tueting y cols., 2006). No se conoce a qué se deben
estas discrepancias entre los resultados, aunque podrian ser debidas a diferencias en
la edad de los ratones, protocolos, ambiente social y background genético (Krueger y
cols., 2006; Tueting y cols., 2006).

En conclusion, existen evidencias crecientes de que los ratones heterocigoto

reeler difieren de los ratones wild type en el comportamiento y en la neurobiologia
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subyacente en un modo consistente con el uso de este ratobn como un modelo de
esquizofrenia y otros desordenes relacionados (Laviola y cols., 2009; Tueting y cols.,
2008). Aunque seria importante considerar también tanto la contribucion de las
influencias genéticas como epigenéticas, asi como sus posibles interacciones

(Tueting y cols., 2006).
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I. ANIMALES

En este trabajo se utilizaron ratones Swiss macho procedentes del Animalario
Central de la Universidad de Santiago de Compostela. Los animales se mantuvieron
en una habitacién con una temperatura constante (22+1 °C) y un ciclo de 12 horas de
luz (08:00-20:00 h) con libre acceso a comida y agua hasta su utilizacién en los
ensayos correspondientes.

Ademéds, se utilizaron ratones reeler procedentes de nuestra propia colonia
establecida a partir de ratones B6C3Fe (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME,
USA). Estos ratones son portadores de una mutacién autosdémica recesiva que origina
una deleccion de ~ 150 kb en el gen de la reelina (Andersen y cols., 2002). Después
del periodo de destete se determind el genotipo de los ratones mediante PCR a partir
de ADN extraido de la cola. A partir de la PCR se establecieron tres genotipos:
ratones homocigoto reeler (RL), portadores de la deleccion en los dos alelos del gen
de la reelina; ratones heterocigoto reeler (HZ), portadores de la deleccion en uno de
los alelos del gen y ratones wild type (WT), portadores de dos alelos normales. Estos
ratones se mantuvieron en una habitacién con una temperatura constante (22+1 °C) y
un ciclo de 12 horas de luz (08:00-20:00 h) con libre acceso a comida y agua hasta su
utilizacion en los ensayos correspondientes.

Los animales fueron manipulados respetando las normas internacionales y los
acuerdos del Consejo de Europa sobre experimentacion animal aplicada recogidos en
la Directiva del 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y regulados en Espafia por
el Real Decreto del 10 de octubre de 2005 (1201/2005/BOE) y en la Comunidad
Autoénoma de Galicia por el Decreto del 30 de diciembre de 2008 (296/2008/DOG)
sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. Los protocolos experimentales utilizados fueron aprobados por el Comité

Etico de la Universidad de Santiago de Compostela.
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II. DETERMINACION DEL GENOTIPO

La determinacion del genotipo se realizo a partir de ADN extraido de la cola

de los ratones mediante PCR.

I Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN gendmico se realizo a partir de un trozo de cola de
raton (~0.5 cm). Se afiadieron 300 ul de solucion de lisis (SDS 0.5%, NaCl 0.1 M,
Tris-HC1 50 mM pH=8, EDTA 2.5 mM vy proteinasa K 2mg/ml (Invitrogen)) a cada
muestra y se incubaron a 55-65 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se
afadieron 1.5 pl de ARNasa 4 mg/ml (Roche) por cada 10 mg de tejido y se
incubaron 60 min a 37 °C. Transcurridos los 60 min de incubacion se adicionaron
300 pl de fenol/cloroformo/isoamil (25:24:1 v/v) (Sigma Aldrich), se dejaron 10 min
a temperatura ambiente después de mezclar manualmente y se centrifugaron a 1500 g
5 min a 18-20 °C. Posteriormente se recogid la capa superficial a un tubo limpio, se
afnadieron 300 pl de cloroformo 100% (Sigma Aldrich) y se centrifugaron a 18400 g
5 min a 4 °C. La capa superior resultante de esta centrifugacion se recogio y se
afiadieron 300 pl de etanol 100% (Panreac), se agitaron las muestras hasta que se
observo el ADN vy se centrifugaron a 18400 g 30 min a 4 °C. Al pellet obtenido se le
afiadieron 500 pl de etanol 70 % y se centrifugaron a 18400 g 10 min a 4 °C. A los
pellets finales se le afadieron 45 pl de agua milliQ y se incubaron 15 min a 55 °C.

Las muestras se guardaron a -20 °C hasta su utilizacion.

I PCR (“polymerase chain reaction”)

La determinacion del genotipo de los ratones reeler se realizd6 mediante PCR
a partir de 1.5 pl (1-1.5 pg/pl) de muestra de ADN de cola de raton utilizando
simultaneamente tres cebadores especificos: 5' W TAATTCTGTCCTCACTCTGCC;
3' W ACAGTTGACATACCTTAATC; 3' R TGCATTAATGTGCAGTGTTGT
(Thermo Fisher Scientific) (Modificado de D" Arcangelo y cols, 1996). Los cebadores

fueron disefiados en base al lugar de la mutacion espontanea que origina la deleccion:
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el cebador 5' W se localiza ~ 187 pb corriente arriba, el cebador 3'W ~79 pb corriente
abajo y el cebador 3'R ~179 pb corriente abajo del lugar de deleccion. Esto permitio
distinguir entre los tres genotipos a partir de los productos de amplificacion:
homocigoto reeler (RL) producto amplificado de ~ 363 pb del cebador 5'W al 3'R;
wild type (WT) producto amplificado de ~ 266 pb del cebador 5'W al 3'W y
heterocigoto (HZ) que originaria ambos productos de amplificacion.

La mezcla de PCR se preparo utilizando el Biotaq PCR Kit (Bioline) en las
siguientes proporciones de componentes:

- 12.5 pl 2x Polymate Additive

- 2.5 pl tampon de PCR (10x NH,4 buffer)

- 0.75 pl de MgCl, 50 mM

- 2.5 pul de mezcla de ANTPs 10 mM

- 0.2 pl de cebador 5'W (100 pmol/pul)

- 0.3 pl de cebador 3'W (50 pmol/ul)

- 0.15 pl de cebador 3'R (100 pmol/pl)

- 0.25 pl de Biotag DNA polimerasa (5 U/pl)

La mezcla de reaccion se ajustd a un volumen final de 25 pl con agua
bidestilada autoclavada. En todas las PCR realizadas se afiadi6 un control negativo
que contenia 1.5 pl de agua bidestilada autoclavaza en vez de muestra de ADN. Las
distintas mezclas de PCR se incubaron en un termociclador (Biometra) en las
siguientes condiciones: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a
55 °Cy 1 min a 65 °C, seguidos de una fase final de elongaciéon de 7 min a 65 °C y

mantenimiento a 4 °C.

Electroforesis de ADN

Los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en TBE 1x (TBE 10x: Trizma base 0.89 M, acido boérico 0.89 M y
EDTA 0.02 M) tefiidos con bromuro de etidio (Bio-Rad). A los productos
amplificados en la PCR se le anadieron 5 pl de tampdén de carga 6x (azul de
bromofenol 0.25 %, glicerol 30 % en agua) y se cargaron 12 pl de esta mezcla en
cada pocillo. Ademés se cargo 5 pl de marcador de peso molecular 100 pb

(Invitrogen).
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Los fragmentos amplificados se visualizaron en un transluminador de luz
ultravioleta (Gel Doc 2000, Bio-Rad) acoplado a un sistema de adquisicion de

imagen digital utilizando el software Quantity One.

I1I. ENSAYOS DE UNION DE RADIOLIGANDOS

Los ensayos de uniéon de radioligandos son una importante herramienta para
la caracterizacion farmacologica de los receptores que permiten determinar el
numero de receptores asi como la afinidad y selectividad que el radioligando u otros
ligandos de interés tienen por el receptor en estudio. La unién de un ligando marcado
radiactivamente y un receptor es una reaccion quimica reversible basada en la ley de
accion de masas que establece que en el equilibrio la ratio de asociacion del
complejo radioligando-receptor es igual a la ratio de disociacion.

En este trabajo se realizaron dos tipos basicos de ensayos de union de

radioligandos: los ensayos de saturacion y los ensayos de competicion.

I Ensayos de saturacion

En los ensayos de saturacion se determina la union especifica en el equilibrio
a varias concentraciones de radioligando. La union especifica, definida como la
propia del radioligando al receptor objeto de estudio, se determina a nivel
experimental como la diferencia entre la union total y la union inespecifica. Los
parametros obtenidos de este tipo de ensayos son el nimero o la densidad de sitios de
unidn (Bmax) y la afinidad del radioligando por el receptor, generalmente expresada

por la constante de disociacion en el equilibrio (Kp).

I Ensayos de competicion

En los ensayos de competiciéon se mide la union de una concentracion de
radioligando variando concentraciones de ligando competidor y se basan en la
competiciéon por la ocupacion del receptor establecida entre el radioligando y el

ligando competidor. Los parametros obtenidos son la concentracion inhibitoria 50 %
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(Clsp) definida como la concentracion del ligando competidor que inhibe el 50 % de
la unién especifica del radioligando y la constante de inhibicién del ligando
competidor (K;) que indica la afinidad del ligando por el receptor.

En los ensayos de competicion se utilizaron los farmacos haloperidol,
clozapina y risperidona o ketanserina (Figura 12) y distintas herramientas
farmacologicas sintetizadas por el grupo del los Dres. Ravifia y Masaguer del
departamento de Quimica Orgénica de la Universidad de Santiago de Compostela
(QF1004B, QF0108B, QF0703B y QF2004B) cuyas estructuras quimicas se

muestran en la figura 13.
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Figura 12: Estructura quimica de los farmacos utilizados en los ensayos de competicion.
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Figura 13: Estructura quimica de las herramientas farmacologicas sintetizadas por el grupo
de los Dres. Ravifia y Masaguer.
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I Analisis de los resultados

El ajuste de los datos se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism 4.00
(GraphPad Software Inc.), seleccionando dicho programa el mejor ajuste de
regresion no lineal.

En los ensayos de saturacion la ecuacion estandar que define la unidn
especifica del radioligando al receptor describe una hipérbola rectangular:

Y = Bmax'X

Kd+X

Donde X es la concentracion de radioligando libre, Bp.x es la maxima
densidad de sitios de unidén y Ky es la constante de disociacion en el equilibrio del
radioligando. Si la K4 es baja, la afinidad del radioligando por el receptor sera alta.

En los ensayos de competicion la ecuacion que define la competicion
establecida entre radioligando y ligando competidor por la uniéon a un solo sitio de
unidn describe una curva sigmoidea:

(BT - NSB)

Y = NSB+ s

Donde Y es la union medida en presencia de varias concentraciones de
ligando competidor, X es la concentracion del ligando competidor, ICsy es la
concentracion del ligando competidor necesaria para inhibir el 50 % de la union
especifica del radioligando, BT es la union total en ausencia de ligando competidor y
NSB es la unién no especifica.

En el caso de ensayos de competicion por la unioén a dos sitios de unioén el

ajuste viene dado por la ecuacion:

Y = NSB+ (BT — NSB). { fraccionl 1 — fraccionl }

1+ 100X LogCsoD ' 1 410X~ LogiCs02)

Donde la fraccion 1 representa la fraccion de receptores que tienen una
afinidad descrita por ICsyl y el resto de receptores (1-fraccion 1) tienen una afinidad
descrita por 1Cs¢2. Si la ICs9l es menor que la ICsy2, la fraccion 1 es la fraccion de

alta afinidad.

75



Materiales y métodos

A partir de la ICsp se calcula la K; utilizando la ecuacion de Cheng and

Prusoft (Cheng y Prusoff, 1973):

1Cs0

1+£

K4

Ki=

Donde ICs es la concentracion de ligando competidor requerida para inhibir
el 50 % de la unién especifica, X es la concentracion del ligando competidor, Ky es
la constante de disociacion del radioligando y K; es la concentracion de ligando
competidor que se unira a la mitad de sitios de union en el equilibrio en ausencia de
radioligando u otros ligandos competidores. Si la Kj es baja, la afinidad del receptor

por el ligando competidor serd alta.

Estudios de caracterizacion de receptores D: Y 5-HT2a en
membranas de estriado y de corteza frontal

Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado

Las muestras de corteza frontal o estriado se homogenizaron en 0.32 M de
sacarosa con un politron y se centrifugaron a 850 g durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante resultante se centrifugé a 37800 g durante 39 min a 4 °C. El pellet
obtenido de esta centrifugacion se resuspendié en tampdén de incubacion (HEPES
50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, &cido ascorbico 0.1%, pH7.5), se mezcld bien
con ayuda de un homogenizador manual y se incub6 durante 15 min a 37 °C para
eliminar la serotonina y la dopamina endogena. Después de la incubacion se
centrifugé a 37800 g 39 min a 4 °C. El pellet final se homogeniz6 en tampon de

incubacién con ayuda de un potter manual y se guardé a -80 °C hasta su utilizacion.

Ensayos de saturacion por la unién a receptor D2 en estriado

Las membranas de estriado se incubaron con 9 concentraciones diferentes de
*H-espiperona (0.005-1.2 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) durante 30 min a
37 °C en un volumen final de 200 pl con tampoén de incubacion (HEPES 50 mM,
MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, 4cido ascoérbico 0.1 %, pH=7.5) suplementado con

ketanserina 50 nM. La union no especifica se determind con sulpiride 10 uM. Las
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reacciones se realizaron con puntos por duplicado y se iniciaron con la adicion de la
suspension de membranas de estriado (30 pg proteina/tubo) (Tabla 3).

Transcurrido el tiempo de incubacion, las reacciones se filtraron a través de
filtros Whatman GF/C, pretratados con una solucion de polietilenimina al 0.5 %
(Sigma Aldrich), utilizando un Brandel Cell Harvester para separar el radioligando
unido del libre. Se realizaron tres lavados consecutivos con 1.5 ml de tampdn de
lavado (HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2 mM, pH=6.6) en hielo. Los filtros
se secaron en una estufa 1 hora a 60 °C. Posteriormente, se colocaron en viales de
centelleo y se afiadieron 4 ml de liquido de centelleo (Universol) dejandolos como
minimo 2 horas a temperatura ambiente antes de su contaje. Transcurrido este
periodo, se detectd la radioactividad (dpm) en los viales durante 5 min en un

contador beta (Beckman, LS-6000LL)).

Tabla 3: Tabla resumen del ensayo de saturacién por la unién a receptor D, en
membranas de estriado.

TUBO TAMPON SULPIRIDE °*H-ESPIPERONA MEMBRANAS

INCUBACION (10 uM) (0.005-1.2 nM) (30 pg)

UNION TOTAL 140 ul 20 pl 40 ul
UNION NO 120 pl 20 pul 20 pl 40 pul
ESPECIFICA H H H H

Ensayos de saturacion por la union a receptor 5-HT:a en corteza
frontal

Las membranas de corteza frontal se incubaron con 9 concentraciones
diferentes de *H-LSD (0.06-16 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) en un volumen
final de 200 pl con tampoén de incubacion (HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA
2mM, acido ascérbico 0.1 %, pH=7.5). La unidén no especifica se determinod en
presencia de 60 uM de mianserina. Las reacciones, llevadas a cabo con puntos por
duplicado, se incubaron 30 min a 37 °C y se iniciaron con la adiccion de las

membranas de corteza frontal (30 pg proteina/tubo) (Tabla 4).
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Después de la incubacion, las reacciones se filtraron de igual modo que en los

ensayos de saturacion por la union a receptor D, en estriado, p.77.

Tabla 4: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unién a receptor 5-HT,, en
corteza frontal.

TUBO TAMPON MIANSERINA *H-LSD MEMBRANAS
INCUBACION (60 puM) (0.06-16 nM) (30 pg)
UNION TOTAL 140 pul 20 ul 40 pl
UNION No 120 ul 20 ul 20 ul 40 ul
ESPECIFICA W a a "

IV. ENSAYOS FUNCIONALES DE [**S]GTPyS

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) interaccionan con las
proteinas G para la transduccion de las sefiales. Las proteinas G son heterotrimeros
formados por la subunidad Ga y el dimero formado por las subunidades G y Gy.
Hay distintas subunidades Ga divididas en cuatro familias principales con diferentes
perfiles de interaccion con efectores: Gos activan adenilato ciclasa, Goy, inhiben la
adenilato ciclasa, Gogi activan la fosfolipasa C-f (PLC-B) y Gaiz13 que podrian
regular pequefias proteinas de union a GTP. En el estado inactivo la proteina G existe
como el heterotrimero Go(GDP)By con el GDP unido a la subunidad Ga. La
activacion del receptor por agonista conduce al cambio de GDP por GTP en la
subunidad Ga originando la disociacion de las subunidades Ga-GTP y GBy que
interactuan con los sistemas efectores. La hidrolisis del GTP por la actividad GTPasa
de la subunidad Go permite la reasociacion de la subunidad Go-GDP con las
subunidades Gy (Figura 14 A).

Los ensayos de union de [*>S]GTPyS permiten evaluar la activacion de un
GPCR a nivel de interacciéon con la proteina G. El [*>S]GTPyS es un anilogo
radiactivo del GTP con elevada afinidad por la subunidad Ga de las proteinas G y

altamente resistente a la actividad GTPasa de esta subunidad. La activacion del
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receptor conlleva la sustitucion del GDP por [*>S]JGTPyS originando el complejo
Go[*S]GTPyS, que se acumula y permite la determinacion de la radiactividad
acumulada por medio de la deteccion del [*S] incorporado (Figura 14 B). De este
modo, el ensayo mide una consecuencia funcional de la ocupacion del receptor en la

fase subsiguiente a su activacion (Harrison y Traynor, 2003).
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Figura 14: Ciclo de activacion-desactivacion de las proteinas G heterotriméricas tras la
interaccion de un agonista con el GPCR en condiciones normales (A) y en un ensayo de
[**S]GTPyS (B).

La principal limitacion de este método reside en la dificultad de la
determinacion de la activacion de GPCRs acoplados a proteinas Go, y Gog/ii1. Esto es
debido a que las proteinas Ga; se expresan a niveles mas elevados y tienen un nivel

basal de intercambio de nucle6tidos de guanina mayor en relacion a otras proteinas G
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por lo que la estimulaciéon de la union de [35 S]GTPyS a las subunidades Gas 0 Gogi
en respuesta a un agonista es muy pequefia o incluso insignificante en relacion a los
niveles basales, lo que dificulta la obtencion de un nivel de sefial adecuado (Milligan,
2003b). Esta limitacion se puede evitar utilizando sistemas de expresion artificiales
en los que se determina la union del [*>S]GTPyS en membranas preparadas a partir
de células sobreexpresando el receptor de interés o mediante ensayos de
coinmunoprecipitacion con un anticuerpo especifico contra la proteina G de interés.
En el presente trabajo los ensayos funcionales de [*’S]JGTPyS se utilizaron
para determinar la actividad del receptor 5-HT,4 de serotonina (acoplado a proteinas
G formadas por subunidades Gog11) en la corteza frontal y del receptor D, de
dopamina (acoplado a proteinas G formadas por las subunidades Gaiy) en estriado de

raton heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y ratén Swiss.

I Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo el cerebro que
se lavo con NaCl 0.9% frio y se disecciono la corteza frontal y el estriado que se
guardaron a -80 °C.

Las muestras de corteza frontal o estriado se homogenizaron con un
homogenizador manual en tampén de incubacion (HEPES 20 mM, MgCl, 3mM,
NaCl 100 mM, 0.2 mM acido ascorbico, pH=7.4 e inhibidores de proteasas
(complete EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche)) suplementado con
sacarosa 0.25 M y DTT 1mM y se centrifugaron a 1000 g 5 min a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se centrifugd a 40000 g 10 min a 4 °C. El pellet resultante se
lavé dos veces en tampdn de incubacion suplementado con DTT 1mM realizando
centrifugaciones de 40000 g 10 min a 4 °C entre cada lavado. El pellet final se
resuspendié en tampon de incubacion y se pasd por una aguja de calibre 27G1/2 para
homogenizar la muestra. Se determiné la concentracioén de proteina por el método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad) (Bradford, 1976) y se guard6 la muestra

a -80 °C hasta su utilizacion en el ensayo de union.
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I Ensayo de unién de [3*>*S]GTPYS

Los ensayos se realizaron en un volumen total de 200 pl en tubos eppendorf
conteniendo 50 pl de mezcla de ensayo (tampoén de incubacion con [*>S]GTPyS
0.5 nM (1250 Ci/mmol, Perkin Elmer)y 0.1 uM de GDP (Guanosine 5'-diphosphate
sodium salt, Sigma Aldrich) en el caso de proteinas Gogi1 y 10 pM de GDP en el
caso de Gai, 25 pl de agonista (100 uM de DOI ((%)-2,5-Dimethoxy-4-
iodoamphetamine, Sigma Aldrich) para la determinaciéon del receptor 5-HT,o o
100 uM de dopamina (Sigma Aldrich) para la determinacidon del receptor D,) y
100 pl de membranas de corteza frontal o estriado (30 pg proteina/punto)
completando hasta el volumen total con tampon de incubacion. La actividad basal se
determind incubando las membranas en las mismas condiciones pero en ausencia de
agonista y completando igualmente el volumen hasta 200 pl con tampon de
incubacion (Tabla 5). Inmediatamente después de incorporar las membranas, se
incubaron los tubos eppendorf en agitacion durante 60 min a 30 °C. Tras este tiempo
se afiadieron 500 pl de tampon de incubacion a 4 °C a cada tubo para detener la
reaccion y se centrifugaron las muestras a 16000 g 15 min a 4 °C. El pellet resultante
se resuspendi6 con 90 ul de tampon de solubilizacion (Tris 100 mM, NaCl 200 mM,
EDTA 1mM, Nonidet P-40, pH=7.4 e inhibidores de proteasas (complete EDTA-free
protease inhibitor cocktail, Roche)) suplementado con SDS 0.2% y se mantuvo en
rotacion durante 2 horas a 4 °C. Posteriormente se afladieron 20 pl de pansorbina
(Calbiochem) y se mantuvieron las muestras en rotacion 1 hora mas a 4 °C. A
continuacion se centrifugaron a 16000 g 2 min a 4°C y se traspasaron 100 pl de
sobrenadante a un tubo eppendorf conteniendo 1.4 ul de anticuerpo anti-Go (anti-
Gogi1 (C-19) (Santa Cruz Biotechnology) para la determinacion de la activacion del
receptor 5-HT,x y anti-Goys (C-10) (Santa Cruz Biotechnology) para la
determinacion de la activacion del receptor Dy) y 40 pl de Proteina A/G PLUS-
Agarosa (Santa Cruz Biotechnology) y se incubaron rotando a 4 °C durante 14-16 h.
Transcurrido este tiempo se recogieron los inmunocomplejos centrifugando a
16000 g 1 min a 4 °C y se lavaron dos veces con tampon de solubilizacion en las

mismas condiciones. A los inmunocomplejos resultantes se le afiadidé 1 ml de liquido
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de centelleo (Optiphase supermix, Perkin Elmer) y se detectd la radiactividad
emitida por el [*°S] en un contador Microbeta Trilux Reader (PerkinElmer).

Los datos se representaron como porcentaje de estimulacion calculado como:
(valor agonista- valor basal) x 100/ valor basal, considerando el valor basal como

100 %.

Tabla 5: Tabla resumen del ensayo de union de [**S]GTPyS.

mo rAeon g AcoNSTA  meMSRANAS
ENSAYO*
BASAL 50 ul 50 ul 25 ul 100 pl
DOI 100 pM 25 ul 50 ul 25 ul 100 pl
DOPAMINA 100 uM 25 ul 50 pl 25 ul 100 pl

*Mezcla de ensayo: tampon de incubacion con [*°S]GTPyS 0.5 nM (1250 Ci/mmol) y
0.1 uM de GDP en el caso de proteinas Gagy; y 10 uM de GDP en el caso de Ga.

V. TRAMIENTO CON HALOPERIDOL EN RATONES
REELER

I Animales

Los animales utilizados procedian de nuestra propia colonia de ratones reeler
establecida a partir de ratones B6C3Fe (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME,
USA) portadores de una mutacion autosdmica recesiva que origina la eliminacion de
una porcion del gen de la reelina. El genotipo de los ratones se determiné después del
periodo de destete mediante PCR de ADN extraido de cola. En estos estudios se
utilizaron ratones macho heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) de una edad
comprendida entre los 3 y los 4 meses. Los ratones se distribuyeron en funcion del

genotipo en grupos de cuatro o cinco ratones por caja y se mantuvieron en una
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habitacion con una temperatura constante (22+1 °C) y un ciclo de 12 horas de luz

(08:00-20:00 h) con libre acceso a comida y agua a lo largo del tratamiento.

I Tratamiento 24 horas

Con el objetivo de poner a punto la metodologia necesaria para la realizacion
de un tratamiento de 15 dias con haloperidol en ratones reeler (HZ y WT), asi como
la tecnologia necesaria para el procesado de muestras y los ensayos de union de
radioligandos se realizo un tratamiento previo de 24 horas.

Los ratones de cada genotipo (ratones heterocigoto reeler (HZ) y wild type
(WT) respectivamente) se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos de tratamiento:
haloperidol (n=5) y control (n=5). Los animales del grupo haloperidol recibieron una
unica inyeccion intraperitoneal del antipsicotico haloperidol (0.2 mg/kg) con NaCl
0.9% y acido lactico como vehiculo (pH~6) en un volumen de 0.1 ml/10 g entre las
08:30 y las 09:30 h. Los animales del grupo control recibieron una tUnica
administracion intraperitoneal de la solucion vehiculo de NaCl 0.9 % y acido lactico
en un volumen de 0.1 ml/10g. La dosis de haloperidol fue seleccionada en base a
valores obtenidos de la bibliografia que se corresponden a dosis equivalentes a
humanos y clinicamente relevantes. Los animales se sacrificaron 24 horas después de
la administracion por dislocacion cervical y se disecciond la corteza frontal y el
estriado que se guardaron a -80 °C hasta su procesamiento para la realizacion de los

ensayos de unién de radioligandos.

I Tratamiento 15 dias

Los ratones de cada genotipo se distribuyeron aleatoriamente en los dos
grupos de tratamiento: haloperidol (n=8) y control (n=8). Los animales del grupo
haloperidol recibieron una administracion intraperitoneal diaria (entre las 08:30 y las
09:30 h) de haloperidol (0.2 mg/kg) con NaCl 0.9% y écido lactico como vehiculo
(pH~6) en un volumen de 0.1 ml/10 g durante 15 dias. Los animales del grupo
control recibieron una administracion intraperitoneal diaria de la solucion vehiculo

de NaCl 0.9 % y acido lactico en un volumen de 0.1 ml/10 g durante 15 dias. Los
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animales se sacrificaron 24 horas después de la ultima administracion por dislocacion
cervical y se disecciond la corteza frontal y el estriado que se guardaron a -80 °C

hasta su procesamiento para la realizacion de los ensayos de union de radioligandos.

I Preparacion de las membranas de corteza frontal y estriado

La preparacion de membranas de corteza frontal y estriado se llevo a cabo

siguiendo la metodologia descrita en la p. 76.

I Ensayos de saturacion por la unién a receptor D: en estriado

Las membranas de estriado se incubaron con 9 concentraciones diferentes de
*H-espiperona (0.005-1.2 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) 30 min a 37 °C en un
volumen final de 200 pl con tampén de incubacion conteniendo HEPES 50 mM,
MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, &cido ascérbico 0.1 %, pH=7.5 y suplementado con
ketanserina 50 nM. La union no especifica se determind con sulpiride 10 uM. Las
reacciones se realizaron con puntos por duplicado y se iniciaron con la adicion de la
suspension de membranas de estriado (20-30 pg proteina/tubo) (Tabla 3).

Posteriormente, las reacciones se filtraron de igual modo que en los ensayos

de saturacion por la unién a receptor D, en estriado, p.77.

Ensayos de saturacion por la uniéon a receptor 5-HT:a en
corteza frontal

Las membranas de corteza frontal se incubaron con 9 concentraciones
diferentes de *H-LSD (0.06-16 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) en un volumen
final de 200 pl con tampon de incubacion conteniendo HEPES 50 mM, MgCl,
2.5 mM, EGTA 2mM, acido ascorbico 0.1 %, pH=7.5. La unién no especifica se
determind en presencia de 60 pM de mianserina. Las reacciones, llevadas a cabo con
puntos por duplicado, se incubaron 30 min a 37 °C y se iniciaron con la adiccion de
las membranas de corteza frontal (30 pg proteina/tubo) (Tabla 4).

Transcurrido el periodo de incubacion, las reacciones se filtraron de igual

modo que en los ensayos de saturacion por la unién a receptor D, en estriado, p. 77.
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VI. ENSAYOS EN SINAPTOSOMAS

Los sinaptosomas son sinapsis aisladas producidas por fraccionamiento del
tejido cerebral. Estas estructuras membranosas subcelulares estdn formadas por el
terminal presinaptico, incluyendo las mitocondrias y las vesiculas sinapticas, y por
porciones postsindpticas, incluyendo la membrana postsindptica y la densidad

postsinaptica (Schrimpf'y cols., 2005).

I Aislamiento y purificacion de sinaptosomas

El aislamiento y purificacion de los sinaptosomas se realizd a partir de una
modificacion del protocolo descrito por Schrimpf y cols. (Schrimpf y cols., 2005).
Los animales se sacrificaron en una camara de CO, y se extrajeron rapidamente los
cerebros que se resuspendieron en 10 % w/v de solucion A (HEPES 5 mM, sacarosa
320 mM, pH 7.4) y se homogenizaron en un Potter manual a 4 °C. El homogenado
resultante se centrifugd dos veces a 1000 g 5 min a 4 °C. Los sobrenadantes
combinados de ambas centrifugaciones se centrifugaron a 12000 g 20 min a 4 °C. El
pellet resultante contenia una capa coloreada en el fondo del tubo de centrifuga,
formada fundamentalmente de mitocondrias, mientras el resto del pellet era blanco y
contenia la mayoria de sinaptosomas. La parte blanquecina que contenia los
sinaptosomas se resuspendio en solucion A y se centrifugd a 12000 g 20 min a 4 °C.
Después de esta centrifugacion se decantaron los sobrenadantes y el pellet
blanquecino se resuspendio en solucion A y se depositd cuidadosamente encima de
un gradiente de Percoll (Percoll ™, Amersham) formado por 2 ml de densidad
1.06 g/ml y 2 ml de densidad 1.04 g/ml en tubos de centrifuga (Tubos ultra-clear ™,
Beckman). Los gradientes se centrifugaron a 68000 g 1 hora a 4 °C. Después de esta
centrifugacion los sinaptosomas formaron una banda blanca entre ambas densidades
que se resuspendi6 en solucion de Krebs (NaCl 145 mM, KC1 5 mM, CaCl, 1.2 mM,
MgCl, . 6 HO 1.3 mM, H,NaPO, .2 H,O 1.2 mM, glucosa 10 mM, HEPES 20 mM,
pH 7.5) y se centrifugé a 12000 g 20 min a 4 °C. El pellet resultante se resuspendid

en solucidn A, se lisé utilizando el ultrasonidos y se congelo a -20 ° C.
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Preparacion de las membranas de sinaptosomas

Los sinaptosomas se descongelaron y se determind la concentracion de
proteina por el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad) utilizando el

albiimina de suero bovino (BSA) como estandar (Bradford, 1976).

I Ensayos de union de radioligandos en sinaptosomas de raton
Swiss

Ensayos de saturacion por la union a receptor D:

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 9 concentraciones
diferentes de *H-espiperona (0.005-1.2 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) 30 min
a 37 °C en un volumen final de 500 pl con tampon de incubacién conteniendo
HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido ascorbico 0.1 %, pH=7.5 y
suplementado con ketanserina 50 nM. La unién no especifica se determind con
sulpiride 10 uM. Las reacciones se realizaron con puntos por duplicado y se iniciaron
con la adicion de la suspension de membranas de sinaptosomas (175 pg
proteina/tubo) (Tabla 6).

Después de la incubacion, las reacciones se filtraron de igual modo que en los

ensayos de saturacion por la union a receptor D, en estriado, p.77.

Tabla 6: Tabla resumen del ensayo de saturacién por la unién a receptor D, en
sinaptosomas de ratén Swiss

TAMPON SULPIRIDE °H-ESPIPERONA MEMBRANAS

TUBO INCUBACION (10 pMm) (0.005-1.2 nM) (175 pg)
UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO 375 ul 50 ul 50 ul 25 ul
ESPECIFICA H H H H
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Ensayos de competicion por la union a receptor D>

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 0.1 nM de [*H]-espiperona
(68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) y con las distintas concentraciones de los farmacos
(haloperidol, clozapina y risperidona) o las herramientas farmacologicas (QF1004B,
QF0108B, QF0703B) a estudiar en un volumen final de 500 pl con tampdn de
incubacién conteniendo HEPES 50 mM, MgClL, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido
ascorbico 0.1 %, pH=7.5 y suplementado con ketanserina 50 nM. La concentracion
de radioligando utilizada se selecciono en base al valor de la constante de disociacion
del radioligando (Kp) obtenida en los ensayos de saturacion. Para estar seguros que
las curvas de competicion se encontraban dentro de los limites de la union especifica
se pusieron dos tubos adicionales al principio y al final del ensayo conteniendo
radioligando y membranas de sinaptosomas para la determinacion de la union total y
otros dos conteniendo radioligando, sulpiride 10 uM y membranas de sinaptosomas
para la determinacion de la union no especifica. Las reacciones, realizadas con
puntos por duplicado, se iniciaron con la adicion de las membranas de sinaptosomas
(175 pg proteina/tubo) y se incubaron 30 min a 37 °C (Tabla 7).

Posteriormente, las reacciones se filtraron de igual modo que en los ensayos

de saturacion por la union a receptor D, en estriado, p.77.

Tabla 7: Tabla resumen del ensayo de competicion por la unién a receptor D, en
sinaptosomas de raton Swiss.

3
. H-
TAMPON SULPIRIDE LIGANDO MEMBRANAS
TUBO INCUBACION (10uM)  COMPETIDOR* ESPIPERONA (230 pg)
(0.1 nM)
UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO
1 1 1 25 ul
ESPECIFICA 375 1 Om Op SH
LIGANDO
COMPETIDOR 375 ul - 50 pul 50 pul 25 ul

* Ligando competidor: distintas concentraciones de los farmacos (haloperidol, clozapina y
risperidona) o las herramientas farmacologicas (QF1004B, QF0108B, QF0703B).
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Ensayos de saturacion por la unién a receptor 5-HT2a

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 9 concentraciones
diferentes de *H-LSD (0.02-12 nM) (60-87 Ci/mmol, PerkinElmer) en un volumen
final de 500 pl con tampdén de incubacion conteniendo HEPES 50 mM, MgCl,
2.5 mM, EGTA 2mM, 4&cido ascorbico 0.1 %, pH=7.5. La unién no especifica se
determind en presencia de 10 uM de ketanserina. Las reacciones, llevadas a cabo con
puntos por duplicado, se incubaron 30 min a 37 °C y se iniciaron con la adiccion de
las membranas de sinaptosomas (230 pg proteina/tubo) (Tabla 8).

Transcurridos los 30 min de incubacion, las reacciones se filtraron de igual modo que

en los ensayos de saturacion por la union a receptor D5 en estriado, p.77.

Tabla 8: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unién a receptor 5-HT,, en
sinaptosomas de raton Swiss.

TUBO TAMPON KETANSERINA *H-LSD MEMBRANAS
INCUBACION (10 pM) (0.02-12 nM) (230 pg)
UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO 375 ul 50 ul 50 ul 25 ul
ESPECIFICA W " W "

Ensayos de competicion por la union a receptor 5-HT2a

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 1.5 nM de [*H]J-LSD (60-
87 Ci/mmol, PerkinElmer) y las distintas concentraciones de los farmacos
(haloperidol, clozapina y ketanserina) o las herramientas farmacologicas (QF1004B,
QF0108B y QF2004B) a estudiar en un volumen final de 500 pl con tampon de
incubacién conteniendo HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido
ascorbico 0.1 %, pH=7.5. La concentracion de radioligando utilizada se seleccion6
en base al valor de la constante de disociacion del radioligando (Kp) obtenida en los
ensayos de saturacion. Al principio y al final de las reacciones con el ligando
competidor se pusieron dos tubos conteniendo radioligando y membranas de

sinaptosomas para la determinacion de la union total y otros dos conteniendo

89



Materiales y métodos

radioligando, ketanserina 10 puM y membranas de sinaptosomas para la
determinacion de la unidon no especifica. Las reacciones, realizadas con puntos por
duplicado, se iniciaron con la adicién de las membranas de sinaptosomas (230 pg
proteina/tubo) y se incubaron 30 min a 37 °C (Tabla 9).

Transcurrido el periodo de incubacion, las reacciones se filtraron de igual

modo que en los ensayos de saturacion por la unidn a receptor D; en estriado, p.77.

Tabla 9: Tabla resumen del ensayo de competicién por la union a receptor 5-HT,, en
sinaptosomas de ratén Swiss.

TUBO TAMPON KETANSERINA LIGANDO *H-LSD MEMBRANAS
INCUBACION (10 pMm) COMPETIDOR* (1.5 nM) (230 pg)
UNION TOTAL 425 ul 50 pl 25 ul
UNION NO
ESPECIFICA 375 ul 50 pl 50 ul 25 ul
LIGANDO
COMPETIDOR 375 ul - 50 ul 50 ul 25 ul

* Ligando competidor: distintas concentraciones de los farmacos (haloperidol, clozapina y
ketanserina) o las herramientas farmacologicas (QF1004B, QF0108B y QF2004B).

| Ensayos en sinaptosomas de ratén reeler

Preparacion de los sinaptosomas para microscopia electronica

El pellet de sinaptosomas se resuspendidé en solucion A (HEPES 5 mM,
sacarosa 320 mM, pH 7.4), se centrigufé a 12000 g 20 min a 4 °C y se fij6 con una
mezcla de 4% paraformaldehido (Sigma Aldrich) y 1% glutaraldehido (Sigma
Aldrich) durante 15 min. Después del periodo de fijacion se centrifugd a 12000 g
20 min a 4 °C y se lavo dos veces con tampén fosfato de sodio 0,1 M pH=7.4
filtrado. Se centrifugd a 12000 g 15 min a 4 °C entre cada lavado. Posteriormente se
post-fijo el tejido con tetroxido de osmio (Sigma Aldrich), durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el periodo de post-fijacion se centrifugé a 12000
2 10 min a 4 °C y se realizaron 3 lavados con agua milliQ. Para la deshidratacion del

tejido se incubd el pellet de sinaptosomas en acetona al 30% (Sigma Aldrich),
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durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifug6 a 12000 g 3 min a 4 °C. Este
proceso de deshidratacion se continud con concentraciones crecientes de acetona al
50%, 70%, 90% y 100%. La incubacién con acetona al 100% se realizd dos veces.
Por ultimo se procedi6 a la inclusion del tejido en la resina Spurr (Sigma Aldrich),
para ello se incubd la muestra en una solucion acetona/Spurr (3:1) durante 10 min y
se centrifugo a 12000 g 3 min a 4 °C. Se volvio a incubar con solucion acetona/Spurr
(1:1) y luego en acetona/Spurr (1:3). Finalmente se afiadié Spurr puro y se dejo toda
la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se centrifugé la muestra a 12000 g S mina 4 °Cy se
dejé polimerizar en Spurr puro a 65 °C durante 3 dias. Transcurrido el periodo de
polimerizacion las muestras se guardaron a temperatura ambiente hasta su

utilizacion.

Preparacion de los cortes de sinaptosomas para microscopia electréonica

Con la ayuda de una cuchilla se elimin6 el exceso de Spurr y se realiz6 un
bloque en forma piramidal. Se retallo el bloque en un ultramicrotomo MZ6 (Leica),
de los bloques se obtuvieron secciones ultrafinas (50-60 nm). Los cortes se
recogieron en rejillas de cobre cubiertas con una membrana de Formvar (Sigma
Aldrich). Algunos cortes se contrastaron con citrato de plomo (Sigma Aldrich), para
ello se tifio el corte con acetato de uranilo al 2% (Sigma Aldrich), durante 10 min.
Posteriormente se lavaron los cortes con agua destilada y se tifieron con citrato de
plomo durante 10 min. Finalmente los cortes se lavaron con NaOH 0.02 M y con
agua destilada. La observacion y las fotomicrografias se realizaron con un
microscopio electronico de transmision (Philips CM-12). El fotomontaje de las

imagenes se realizd con los programas Corel Photo-Paint 13 y Corel-Draw 13.

Ensayos de union de radioligandos en sinaptosomas de raton reeler

Ensayos de saturacion por la union a receptor D>

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 9 concentraciones
diferentes de *H-espiperona (0.005-1.2 nM) (68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) 30 min

a 37 °C en un volumen final de 500 ul con tampon de incubacién conteniendo
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HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, &cido ascorbico 0.1 %, pH=7.5y
suplementado con ketanserina 50 nM. La unidon no especifica se determind con
sulpiride 10 uM. Las reacciones se realizaron con puntos por duplicado y se iniciaron
con la adicion de la suspension de membranas de sinaptosomas (175 pg
proteina/tubo) (Tabla 10).

Transcurrido el periodo de incubacion, las reacciones se filtraron de igual

modo que en los ensayos de saturacion por la unioén a receptor D, en estriado, p.77.

Tabla 10: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la unién a receptor D, en
sinaptosomas de raton reeler.

TAMPON SULPIRIDE  °H-ESPIPERONA MEMBRANAS

TUBO .
INCUBACION (10 pM) (0.005-1.2 nM) (175 pg)
UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO 375 ul 50 ul 50 ul 25 ul
ESPECIFICA W W W H

Ensayos de competicion por la union a receptor D;

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 0.3 nM de [*H]-espiperona
(68-141 Ci/mmol, PerkinElmer) y con las distintas concentraciones de los farmacos
haloperidol, clozapina y risperidona en un volumen final de 500 pl con tampon de
incubacién conteniendo HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido
ascorbico 0.1 %, pH=7.5 y suplementado con ketanserina 50 nM. La concentracion
de radioligando utilizada se seleccion6 en base al valor de la constante de disociacion
del radioligando (Kp) obtenida en los ensayos de saturacion. Se pusieron dos tubos
adicionales al principio y al final del ensayo conteniendo radioligando y membranas
de sinaptosomas para la determinacion de la union total y otros dos conteniendo
radioligando, sulpiride 10 uM y membranas de sinaptosomas para la determinacién
de la union no especifica. Las reacciones, realizadas con puntos por duplicado, se
iniciaron con la adicién de las membranas de sinaptosomas (175 pg proteina/tubo) y

se incubaron 30 min a 37 °C (Tabla 11).
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Posteriormente, las reacciones de incubacion se filtraron de igual modo que

en los ensayos de saturacion por la unidn a receptor D, en estriado, p77.

Tabla 11: Tabla resumen del ensayo de competicion por la uniéon a receptor D, en
sinaptosomas de raton reeler.

3
. H-
TAMPON SULPIRIDE LIGANDO MEMBRANAS
TUBO INCUBACION (10 pM) COMPETIDOR* ESPIPERONA (230 pg)
(0.3 nM)

UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO

375 ul 50 ul 50 ul 25 ul

ESPECIFICA K H H H
LIGANDO

375 ul 50 ul 50 ul 25 ul

COMPETIDOR K H H H

* Ligando competidor: distintas concentraciones de los farmacos haloperidol, clozapina y
risperidona.

Ensayos de saturacion por la unién a receptor 5-HT2a

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 8 concentraciones
diferentes de *H-ketanserina (0.06-8 nM) (60-90 Ci/mmol, PerkinElmer) o con
9 concentraciones diferentes de ‘H-LSD (0.06-16 nM) (60-87 Ci/mmol,
PerkinElmer) en un volumen final de 500 pl con tampoén de incubacion conteniendo
HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido ascorbico 0.1 %, pH=7.5. La
unidn no especifica se determind en presencia de 60 pM de mianserina. Las
reacciones, llevadas a cabo con puntos por duplicado, se incubaron 30 min a 37 °C y
se iniciaron con la adiccion de las membranas de sinaptosomas (175 pg
proteina/tubo) (Tabla 12).

Transcurridos los 30 min de incubacidn, las reacciones se filtraron de igual

modo que en los ensayos de saturacion por la unidén a receptor D, en estriado, p.77.
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Tabla 12: Tabla resumen del ensayo de saturacion por la union a receptor 5-HT,, en
sinaptosomas de raton reeler.

*H-KETANSERINA (0.06-8 nM)

TAMPON MIANSERINA MEMBRANAS

TUBO . o
INCUBACION (60 uM) SHLSD (0.06-16 nM) (175 ug)
UNION TOTAL 425 ul 50 ul 25 ul
UNION NO
ESPECIFICA 375 ul 50 pl 50 pl 25 ul

Ensayos de competicion por la union a receptor 5-HT2a

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 1.7 nM de [*H]-LSD (60-
87 Ci/mmol, PerkinElmer) y las distintas concentraciones de los farmacos
haloperidol, clozapina y risperidona en un volumen final de 500 pl con tampon de
incubacién conteniendo HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, acido
ascorbico 0.1 %, pH=7.5. La concentracion de radioligando utilizada se seleccion6
en base al valor de la constante de disociacion del radioligando (Kp) obtenida en los
ensayos de saturacion. Al principio y al final de las reacciones con el ligando
competidor se pusieron dos tubos conteniendo radioligando y membranas de
sinaptosomas para la determinacion de la union total y otros dos conteniendo
radioligando, mianserina 60uM y membranas de sinaptosomas para la determinacién
de la unién no especifica. Las reacciones, realizadas con puntos por duplicado, se
iniciaron con la adicién de las membranas de sinaptosomas (175 pg proteina/tubo) y
se incubaron 30 min a 37 °C (Tabla 13).

Transcurrido el periodo de incubacion, las reacciones se filtraron de igual

modo que en los ensayos de saturacion por la unidén a receptor D, en estriado, p.77.
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Tabla 13: Tabla resumen del ensayo de competicion por la union a receptor 5-HT,, en
sinaptosomas de raton reeler.

TUBO TAMPON' MIANSERINA LIGANDO . *H-LSD MEMBRANAS
INCUBACION (60 pM) COMPETIDOR (1.7 nM) (175 pg)
UNION TOTAL 425 pl --- --- 50 pl 25 ul
E‘éllj::‘gngA 375 ul 50 pl 50 pl 25 ul
C()L;;ﬁfDOOR 375 ul 50 ul 50 ul 25 ul

* Ligando competidor: distintas concentraciones de los farmacos haloperidol, clozapina y
risperidona.

Ensayos de competicion por la union a receptor 5-HT24 en presencia de
Gpp(NH)p

Se realizaron ensayos de competicion en presencia de Gpp(NH)p (guanosina-
5'-(B,y-imido)trifosfato), un andlogo no hidrolizable del GTP que desacopla las
proteinas G del receptor, para estudiar si las curvas de competicion bifésicas
obtenidas en los ensayos de competicion con los fArmacos haloperidol y risperidona
se debian al grado de acoplamiento de las proteinas G al receptor marcado.

Las membranas de sinaptosomas se incubaron con 1.7 nM de [*H]J-LSD (60-
87 Ci/mmol, PerkinElmer) y las distintas concentraciones de los farmacos
haloperidol y risperidona en un volumen final de 500 pl con tampoén de incubacion
conteniendo HEPES 50 mM, MgCl, 2.5 mM, EGTA 2mM, &cido ascérbico 0.1 %,
pH=7.5. Al principio y al final de las reacciones con los farmacos se pusieron dos
tubos conteniendo radioligando y membranas de sinaptosomas para la determinacion
de la union total y otros dos conteniendo radioligando, mianserina 60uM vy
membranas de sinaptosomas para la determinacion de la unidon no especifica. Todas
las reacciones, realizadas con puntos por duplicado, se incubaron 30 min a 37 °C en
presencia de Gpp(NH)p 100 uM (Sigma Aldrich) y se iniciaron con la adicion de las
membranas de sinaptosomas (175 pg proteina/tubo) (Tabla 14).
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Después de la incubacion las reacciones se filtraron de igual modo que en los

ensayos de saturacion por la union a receptor D, en estriado, p.77.

Tabla 14: Tabla resumen del ensayo de competicion por la unién a receptor 5-HT,, en
presencia de Gpp(NH)p en sinaptosomas de ratén reeler.

TUBO TAMPON' Gpp(NH)p  MIANSERINA LIGANDO *H-LSD MEMBRANAS
INCUBACION (100 uM) (60 uM) COMPETIDOR* (1.7 nM) (175 ug)
UNION TOTAL 375 ul 50 ul —— - 50 pl 25 ul
E‘;’;‘E‘EFTSA 325 ul 50 ul 50 ul 50 ul 25 ul
COLI:;‘E':?D% . 325ul 50 ul 50 ul 50 ul 25 ul

* Ligando competidor: distintas concentraciones de los farmacos haloperidol y risperidona.

VII. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media &+ eem (en los ensayos de saturacion y
competiciéon) y como la media de los porcentajes de estimulacion + eem (en los
ensayos de union de [3SS]GTPyS). El analisis estadistico se realizé utilizando el
software SPSS, version 15.0 (SPSS software Inc., Chicago, USA).

Las comparaciones entre los genotipos (en los ensayos de saturacion y
competicon) o entre los ratones (HZ, WT y Swiss) (en los ensayos de [3SS]GTPyS) se
realizaron mediante ANOVA de un factor seguido del test de comparacion (post hoc
test) de la diferencia menos significativa (DMS). Los resultados del tratamiento
durante 15 dias con haloperidol se analizaron mediante ANOVA de dos factores para
estudiar las posibles interacciones entre el genotipo y el tratamiento. Cuando se
observaron interacciones significativas, se realiz6 ANOVA de un factor para analizar
las diferencias entre los grupos de tratamiento seguida del test post-hoc DMS. En

todos los casos se fij6 un nivel de significacion de p<0.05.
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VIII. REACTIVOS UTILIZADOS

Ademas de los distintos reactivos ya citados a lo largo del texto, a
continuacion se detallan las casas comerciales que suministraron los reactivos
utilizados en la preparacion de los distintos tampones de ensayo asi como las de los

reactivos farmacolégicos utilizados en los ensayos de unién de radioligandos.

I Reactivos utilizados en la preparacion de tampones

Los reactivos SDS (Dodecilsulfato sédico), Trizma base, sacarosa, EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate), acido borico, HEPES (4-
(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid), EGTA (Ethylene glycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’, N'-tetraacetic acid), acido L-ascorbico, MgCl,, DTT (DL-
dithiothreitol), acido lactico, H,NaPO, .2 H,0O, KCl, CaCl,, BSA (albiimina de suero
bovino), Nonidet P-40 y fosfato de sodio fueron suministrados por Sigma Aldrich.

Los reactivos NaCl, glucosa y NaOH fueron suministrados por Panreac.

I Reactivos farmacoldgicos utilizados en los ensayos de union
I de radioligandos

Los reactivos farmacologicos haloperidol, clozapina, risperidona, ketanserina,
mianserina y sulpiride fueron suministrados por Sigma Aldrich. A partir de estos
reactivos se prepard una solucidon stock de 1mM con DMSO (Dimetil sulfoxido,

Sigma Aldrich).
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Resultados

I. ESTUDIO DE EXPRESION DE RECEPTORES EN
HOMOGENADOS DE CEREBRO DE RATON

| Estudios en ratén Swiss

En esta parte del trabajo nos propusimos estudiar la densidad y afinidad de
los receptores D, de dopamina y 5-HT,s de serotonina en homogenados de

membranas de estriado y de corteza frontal de raton Swiss, repectivamente.

Caracterizacion del receptor D2 de dopamina en el estriado

La caracterizacion del receptor D, de dopamina se realizd6 mediante ensayos
de saturacion utilizando el radioligando *H-espiperona en membranas de estriado de
raton Swiss (Figura 15). El radioligando *H-espiperona tiene una elevada afinidad
por los receptores de dopamina y es utilizado ampliamente desde hace més de 30
afios para marcar estos receptores tanto en ensayos in vitro como in vivo (Leysen y
cols., 1978). Los parametros de unién (Bnax y Kp) de *H-espiperona se muestran en

la tabla 15.
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Figura 15: Curva de union especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de ratén Swiss utilizando sulpiride 10 uM como ligando para evaluar
la unién inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de dos (n=2)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 15: Parametros de unién (B,.. y Kp) de [’H]-espiperona en membranas de
estriado de ratéon Swiss. Los valores representan la media + eem de dos experimentos
independientes (n=2) realizados con puntos por duplicado.

Bnax £ eem

=+
(fmol/mg proteina) Kp 2eem (nM)

413.20+12.00 0.40 +0.07

Caracterizacion del receptor 5-HT:a de serotonina en la corteza
frontal

La caracterizacion del receptor 5-HT,5 de serotonina se realiz6 mediante
ensayos de saturacién utilizando el radioligando *H-LSD en membranas de corteza
frontal de raton Swiss (Figura 16). El LSD es una sustancia halucindgena que actiia
como ligando agonista de los receptores 5-HT,5 (Gonzalez-Maeso y cols., 2007).

Los parametros de union (Byax v Kp) de 3H-LSD se muestran en la tabla 16.

Unién especifica
(fmol/mg proteina)

0 T T T T T T 1

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
[*H]-LSD (nM)

Figura 16: Curva de union especifica de [*’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en
membranas de corteza frontal de raton Swiss utilizando mianserina 60 pM como ligando
para evaluar la union inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de
dos (n=2) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 16: Parametros de union (B,., Y Kp) de [3H]-LSD en membranas de corteza
frontal de ratén Swiss. Se muestra la media + eem de dos (n=2) experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado.

Brax £ eem

+
(fmol/mg proteina) Kp 2eem (nM)

383.35+11.75 1.46+0.17

I Estudios en raton reeler

Como se ha comentado en el apartado de introduccion, se ha descrito que los
niveles del ARNm y de la proteina reelina estan disminuidos alrededor de un 50 %
en la corteza prefrontal, el hipocampo y el cerebelo de los pacientes esquizofrénicos,
y este descenso ha sido propuesto como un factor de vulnerabilidad al desarrollo de
esquizofrenia (Guidotti y cols., 2000; Impagnatiello y cols., 1998). Por esta razon, el
raton heterocigoto reeler (HZ), que posee una reduccion de la expresion de reelina
similar a la observada en pacientes esquizofrénicos, fue propuesto como un modelo
genético para el estudio de los factores de vulnerabilidad a esquizofrenia y para el
desarrollo de nuevos farmacos antipsicoticos (Costa y cols., 2002b).

En esta parte del trabajo, nos propusimos estudiar el posible efecto de los
niveles de reelina en la expresion de dos de los principales GPCRs implicados en el
efecto de los actuales farmacos antipsicéticos, el receptor D, de dopamina y el
receptor 5-HT,4 de serotonina. Para ello, se realizaron ensayos de union de
radioligandos en membranas de estriado y corteza frontal de raton heterocigoto reeler

(HZ, ~50 % de reelina) y wild type (WT).
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Determinacion del genotipo

A partir de una pareja de ratones heterocigoto reeler (HZ) obtenida de los
laboratorios Jackson (Bar Harbor ME, USA) establecimos nuestra propia colonia de
ratones. La determinacion del genotipo se realiz6 mediante PCR a partir de ADN
gendmico extraido de muestras de cola. Los productos amplificados por PCR
permitieron distinguir los tres genotipos: ratdbn homocigoto reeler (RL), heterocigoto

(HZ) y wild type (WT) (Figura 17).

A B

M RL HZ WT

Figura 17: A) Ratones B6C3Fe reeler (HZ) portadores de una mutacion autosémica recesiva
espontanea en el gen de la reelina. B) Productos amplificados por PCR a partir de ADN
gendémico de raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT).
M: Marcador de peso molecular.
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Ensayos de union de radioligandos en membranas de estriado y de
corteza frontal

En esta parte del trabajo nos propusimos estudiar si los niveles de reelina
alteraban la densidad y sensibilidad del receptor D, de dopamina y del receptor
5-HT»a de serotonina. Para ello se realizaron ensayos de saturacion para caracterizar
el receptor D, en membranas de estriado y el receptor 5-HT,5 en membranas de

corteza frontal de ratones heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT).

Caracterizacion del receptor D2 de dopamina en el estriado

La caracterizacion del receptor D, de dopamina se realizd6 mediante ensayos
de saturacion utilizando el radioligando *H-espiperona en membranas de estriado de
raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) (Figura 18). Los parametros de
union (Bpax y Kp) de 3 H-espiperona se muestran en la tabla 17. El analisis estadistico
mediante ANOVA de un factor reveld un efecto significativo del genotipo para el
valor B [F(1,3)=54.021, p<0.05] pero no para el valor de Kp [F(1,3)=0.898,

p=0.443] de *H-espiperona en membranas de estriado de los dos genotipos.

A B
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8 o 200 3 o 200+
s E s £
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=8 = ==
0 T T T T T T 1 0 T T T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 0.00 0.25 050 0.75 1.00 125 1.50
[3H]-Espiperona (nM) [3H]-Espiperona (nM)

Figura 18: Curva de union especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de raton heterocigoto reeler (HZ) (A) y wild type (WT) (B)
utilizando sulpiride 10 pM como ligando para evaluar la unién inespecifica. Se muestra un
experimento representativo de un total de dos (n=2) experimentos independientes realizados
con puntos por duplicado.
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Tabla 17: Parametros de unién (Bn.. y Kp) de [’H]-espiperona en membranas de
estriado de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT). Se muestra la media + eem
de dos (n=2) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Bnax £ eem
GENOTIPO (fmolimg proteina) Kp * eem (nM)
Heterocigoto reeler (HZ) 378.15+11.75%* 0.33+£0.10
Wild type (WT) 291.75+0.35 0.23+0.03

*: p<0.05 respecto a WT (ANOVA de un factor)

Caracterizacion del receptor 5-HT24 de serotonina en la corteza frontal

La caracterizacion del receptor 5-HT»s de serotonina se realizd6 mediante
ensayos de saturacion utilizando el radioligando *H-LSD en membranas de corteza
frontal de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) (Figura 19). Los
parametros de union (Buax y Kp) de SH-LSD se muestran en la tabla 18. El andlisis
estadistico mediante ANOVA de un factor, revel6 un efecto significativo del
genotipo para el valor de Byax [F(1,4)=10.134, p<0.05] pero no para el valor de Kp
[F(1,4)=5.492, p=0.101].

» B
(=3 (=]
o o

Unién especifica
(fmol/mg proteina)
u
Union especifica
N
8

(fmol/mg proteina)

100+
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0 T T T T T T T 1 T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 2.5 5.0 715 1(;.0 12.5 15;.0 1;.5
[®H]-LSD (nM) [*H]-LSD (nM)

o
=)

Figura 19: Curva de union especifica de [3H]-LSD en el receptor 5-HT,a de serotonina en
membranas de corteza frontal de raton heterocigoto reeler (HZ) (A) y wild type (WT) (B)
utilizando mianserina 60 uM como ligando para evaluar la union inespecifica. Se muestra un
experimento representativo de un total de dos (n=2) (HZ) y de tres (n=3) (WT)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 18: Parametros de union (B,., Y Kp) de [3H]-LSD en membranas de corteza
frontal de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT). Se muestra la media + eem de
dos (n=2) (HZ) y de tres (n=3) (WT) experimentos independientes realizados con puntos por

duplicado.
Bmax £ eem
GENOTIPO (fmollme proteina) Ko + eem (nM)
Heterocigoto reeler (HZ) 276.05+£2.95* 1.43+0.12
Wild type (WT) 407.27+31.88 2.22+0.25

*: p<0.05 respecto a WT (ANOVA de un factor)
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II. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD EN EL
ACOPLAMIENTO A LAS PROTEINAS G

Una vez comprobado que la reelina influye en la expresion de los receptores
D, y 5-HT,a, nos planteamos estudiar el efecto de los niveles de reelina en la
activacion de las proteinas G mediada por estos receptores. Para ello se realizaron
ensayos funcionales de [>>S]GTPYS en estriado (para la caracterizacion del receptor
D,) y en corteza frontal (para la caracterizacion del receptor 5-HT»s) de raton
heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT). Ademads estos ensayos se realizaron al
mismo tiempo en membranas de estriado y de corteza frontal de ratobn Swiss como

una medida de control del ensayo.

Estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G
del receptor D: de dopamina en el estriado

Los estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G del
receptor D, se realizaron mediante la estimulacion de la unién de [*°S]GTPyS con
dopamina 100 pM seguida de la inmunoprecipitacion con el anticuerpo Gaijz3 en
membranas de estriado de raton heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y raton
Swiss. La actividad funcional de los receptores D, en el estriado de los distintos
ratones se muestra en la figura 20. El andlisis estadistico mediante ANOVA de un
factor mostrd diferencias significativas en la union de [*>S]GTPyS [F(2,42)=6.490,
p<0.01] en el receptor D, en membranas de estriado de los distintos ratones. La
prueba post hoc DMS mostré un incremento significativo en la actividad funcional
de los receptores D, en el estriado de los ratones heterocigoto reeler (HZ) con

respecto a los wild type (WT) (p<0.001).

108



Resultados

60 -
gk

7]
>A
25
O © oHZ
n S
g E BWT
o o B SWISS
T w
S 2
o
=)

Figura 20: Estimulacion de la union de [*>S]GTPyS por dopamina 100 uM en el receptor D,
en membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y Swiss. Se
representa la media = eem de los porcentajes de estimulacion de un total de tres a cinco
experimentos independientes (n=3-5). ***: p<0.001 respecto a WT (ANOVA de un factor
con DMS post hoc test).

Estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G
del receptor 5-HT:a de serotonina en la corteza frontal

Los estudios de la funcionalidad en el acoplamiento a proteinas G del
receptor 5-HT,4 se realizaron mediante la estimulacion de la union de [3SS]GTPyS
con DOI 100 pM seguida de la inmunoprecipitacion con el anticuerpo Gagi en
membranas de corteza frontal de raton heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y
raton Swiss. La actividad funcional de los receptores 5-HT,4 en la corteza frontal de
los distintos ratones se muestra en la figura 21. El analisis estadistico mediante
ANOVA de un factor mostré diferencias significativas en la unién de [*>S]GTPyS
[F(2,28)=17.211, p<0.001] en el receptor 5-HT,4 en membranas de corteza frontal de
los distintos ratones. La prueba post hoc DMS mostré un descenso significativo en la
actividad funcional de los receptores 5-HT:4 en la corteza de los ratones heterocigoto

reeler (HZ) con respecto a los wild type (WT) (p<0.001).
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Figura 21: Estimulacion de la unién de [**S]GTPyS por DOI 100 pM en el receptor 5-HT,4
en membranas de corteza frontal de ratones heterocigoto reeler (HZ), wild type (WT) y
Swiss. Se representa la media + eem de los porcentajes de estimulacion de un total de cuatro
a cinco experimentos independientes (n=4-5). ***: p<0.001 respecto a WT (ANOVA de un
factor con DMS post hoc test).
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III. ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE
RECEPTORES POR EL TRATAMIENTO CON EL
ANTIPSICOTICO HALOPERIDOL

Con el objetivo de conocer la influencia de la reelina sobre la modulaciéon de
la expresion de los receptores D, de dopamina y 5-HT,4 de serotonina ejercida por el
tratamiento con el antipsicotico haloperidol realizamos un tratamiento de 24 horas y
otro de 15 dias con este fArmaco en ratones reeler heterocigoto (HZ) y wild type

(WT).

I Tratamiento 24 horas

Como paso previo al tratamiento de 15 dias se realiz6 un tratamiento con una
unica administracion (24 horas) del farmaco haloperidol (0.2 mg/kg). Se realizaron
ensayos de saturacion para determinar los niveles de densidad y sensibilidad del
receptor D, en membranas de estriado y del receptor 5-HT,4 en membranas de

corteza frontal.

Ensayos de saturacion de la union a receptor D: en el estriado

Los niveles de densidad y sensibilidad del receptor D, de dopamina se
determinaron mediante ensayos de saturacion utilizando el radioligando
*H-espiperona en los cuatro grupos de tratamiento: ratones heterocigoto reeler (HZ)
tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg),
ratones wild type (WT) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con
haloperidol (0.2 mg/kg) (Figura 22 y 23) sin que se observasen diferencias
significativas en ambos parametros en funcion del tratamiento. Los parametros de
unién (Bmax y Kp) obtenidos para los cuatro grupos de tratamiento se muestran en la

tabla 19.
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Figura 22: Curva de unién especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con vehiculo (salino
0.1 ml/10g) (A), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (B), wild type (WT) tratados con
vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) (C) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (D), utilizando
sulpiride 10 pM como ligando para evaluar la union inespecifica. Se muestra un experimento
realizado con puntos por duplicado.
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Tabla 19: Parametros de union (B,,., y Kp) de [3H]-espiperona en membranas de
estriado de los cuatro grupos de tratamiento. Se muestra el valor = eem de un
experimento realizado con puntos por duplicado.

Bmax £ eem

GRUPOS TRATAMIENTO .
(fmol/mg proteina)

Kp* eem (nM)

HZ Control 360.1+21.92 0.24+0.04
HZ Haloperidol 334.4+20.18 0.21+0.04
WT Control 239.9+16.57 0.14+0.03
WT Haloperidol 227.6£14.23 0.15+0.03
450
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Figura 23: Densidad (B.,.x) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina en membranas
de estriado de los cuatro grupos de tratamiento. Se representa el valor de B,x = eem de un
experimento realizado con puntos por duplicado.
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Ensayos de saturacion de la union a receptor 5-HT:2a en la corteza
frontal

Los niveles de densidad y sensibilidad del receptor 5-HT,s de serotonina se
determinaron mediante ensayos de saturacion utilizando el radioligando *H-LSD en
los cuatro grupos de tratamiento: ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con
vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg), ratones wild
type (WT) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con haloperidol
(0.2 mg/kg) (Figura 24 y 25) sin que se observasen diferencias significativas debidas
al tramiento. Los parametros de unioén (Byax Y Kp) obtenidos para los cuatro grupos

de tratamiento se muestran en la tabla 20.
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Figura 24: Curva de union especifica de ['H]-LSD en el receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con vehiculo (salino 0.1
ml/10g) (A), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (B), wild type (WT) tratados con
vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) (C) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (D), utilizando
sulpiride 10 uM como ligando para evaluar la union inespecifica. Se muestra un experimento
realizado con puntos por duplicado.
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Tabla 20: Parametros de union (B,., Y Kp) de [FH]-LSD en membranas de corteza
frontal de los cuatro grupos de tratamiento. Se muestra el valor + eem de un experimento
realizado con puntos por duplicado.

Bmax £ eem

GRUPOS TRATAMIENTO .
(fmol/mg proteina)

Kp* eem (nM)

HZ Control 251.8429.63 1.21+£0.42
HZ Haloperidol 269.2+14.30 1.44+0.22
WT Control 419.4+16.19 2.48+0.28
WT Haloperidol 395.1+£20.70 1.48+0.25
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Figura 25: Densidad (Bn.x) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT,4 de serotonina en
membranas de corteza frontal de los cuatro grupos de tratamiento. Se representa el valor de
Biax £ eem de un experimento realizado con puntos por duplicado.
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I Tratamiento 15 dias

En esta parte del trabajo estudiamos el efecto de un tratamiento
intraperitoneal (i.p.) de 15 dias con haloperidol (0.2 mg/kg) sobre la densidad y
sensibilidad del receptor D, de dopamina en membranas de estriado y del receptor

5-HT,a de serotonina en membranas de corteza frontal.

Ensayos de saturacion de la union a receptor D: en el estriado

Los niveles de densidad y sensibilidad del receptor D, de dopamina se
determinaron mediante ensayos de saturacion utilizando el radioligango
*H-espiperona en los cuatro grupos de tratamiento: ratones heterocigoto reeler (HZ)
tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg),
ratones wild type (WT) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) y WT tratados con
haloperidol (0.2 mg/kg) durante 15 dias (Figura 26 y 27). Los parametros de unién
(Bmax ¥ Kp) obtenidos para los cuatro grupos de tratamiento se muestran en la tabla
21. El andlisis estadistico mediante ANOVA de dos factores para el valor de Bpax
reveld un efecto significativo del genotipo [F(1,7)=8.524, p<0.05], un efecto no
significativo del tratamiento [F(1,7)=6.996, p=0.057] y una interaccion significativa
entre estos dos factores [F(1,7)=13.388, p<0.05]. El subsiguiente analisis estadistico
mediante ANOVA de un factor para B.x entre los grupos revelé un efecto
significativo del grupo [F(3,7)=9.636, p<0.05]. La prueba post hoc DMS mostré un
incremento en la By, en WT haloperidol y HZ control con respecto a WT control
(p<0.05). El analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores para el valor de
Kp no mostrd un efecto significativo del genotipo [F(1,7)=0.000, p=0.998], ni del
tratamiento [F(1,7)=0.456, p=0.536] aunque si de la interaccion entre el genotipo y el
tratamiento [F(1,7)=11.678, p<0.05] . El subsiguiente andlisis mediante ANOVA de
un factor no reveld diferencias significativas en los valores de Kp [F(3,7)=4.045,
p=0.105] de *H-espiperona en membranas de estriado de los cuatro grupos de

tratamiento.
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Figura 26: Curva de union especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con vehiculo (salino
0.1 ml/10g) (A), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (B), wild type (WT) tratados con
vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) (C) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (D) durante
15 dias, utilizando sulpiride 10 uM como ligando para evaluar la union inespecifica. Se
muestra un experimento representativo de un total de dos (n=2) experimentos independientes
realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 21: Parametros de union (B,,., y Kp) de [3H]-espiperona en membranas de
estriado de los cuatro grupos de tratamiento. Se muestra la media + eem de dos (n=2)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Bmax £ eem

GRUPOS TRATAMIENTO .
(fmol/mg proteina)

Kp £ eem (nM)

HZ Control 352.6+£31.4%* 0.31+0.08
HZ Haloperidol 327.3£19.1 0.19+0.01
WT Control 188.45+9.65 0.16+0.03
WT Haloperidol 345.75+£32.35% 0.34+0.00

*: p<0.05 respecto a WT Control (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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Figura 27: Densidad (Bn.x) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina en
membranas de estriado de los cuatro grupos de tratamiento. Se representa la media + eem
de dos (n=2) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
*: p<0.05 respecto a WT Control (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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Ensayos de saturacion de la union a receptor 5-HT2a en la corteza
frontal

Los niveles de densidad y sensibilidad del receptor 5-HT»s de serotonina se
determinaron mediante ensayos de saturacion utilizando el radioligando *H-LSD en
los cuatro grupos de tratamiento: ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con
vehiculo (salino 0.1 ml/10g), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg), ratones wild
type (WT) tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10g) y WT tratados con haloperidol
(0.2 mg/kg) durante 15 dias (Figura 28 y 29). Los pardmetros de union (Bmax y Kp)
obtenidos para los cuatro grupos de tratamiento se muestran en la tabla 22. El analisis
estadistico mediante ANOVA de dos factores para el valor de By, reveld un efect6
significativo del genotipo [F(1,12)=15.961, p<0.01], un efecto no significativo del
tratamiento [F(1,12)=0.177, p=0.684] y una interaccion significativa entre el
genotipo y el tratamiento [F(1,12)=22.095, p<0.001]. El subsiguiente analisis
estadistico mediante ANOVA de un factor para B« entre los grupos de tratamiento
reveld un efecto significativo del grupo [F(3,12)=11.978, p<0.01]. La prueba post
hoc DMS mostr6 una disminucion de B en el grupo HZ control con respecto a WT
control (p<0.001), una disminuciéon del valor de Bp.,x en WT haloperidol con
respecto a WT control (p<0.05) y un aumento en HZ haloperidol con respecto a HZ
control (p<0.01). El analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores para el
valor de Kp no reveld un efecto significativo del genotipo [F(1,12)=4.621, p=0.060],
ni del tratamiento [F(1,12)=0.481, p=0.505] aunque si mostrd un efecto significativo
de la interaccion entre estos dos factores [F(1,12)=14.281, p<0.01]. El subsiguiente
analisis estadistico mediante ANOVA de un factor revelo un efecto significativo del
grupo [F(3,12)=6.079, p<0.05] para el valor de Kp entre los cuatro grupos de
tratamiento. La prueba post hoc DMS mostré una disminucion de la Kp en el grupo
HZ control con respecto a WT control (p<0.01), una disminucion del valor de Kp en
WT haloperidol con respecto a WT control (p<0.05) y un aumento en HZ haloperidol
con respecto a HZ control (p<0.05).
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Figura 28: Curva de union especifica de ['H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en
membranas de corteza frontal de ratones heterocigoto reeler (HZ) tratados con vehiculo
(salino 0.1 ml/10 g) (A), HZ tratados con haloperidol (0.2 mg/kg) (B), wild type (WT)
tratados con vehiculo (salino 0.1 ml/10 g) (C) y WT tratados con haloperidol (0.2 mg/kg)
(D) durante 15 dias, utilizando mianserina 60 uM como ligando para evaluar la unién
inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de tres (n=3) (A,Cy D)y
cuatro (n=4) (B) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 22: Parametros de unién (B, y Kp) de [’H]-LSD en membranas de corteza
frontal de los cuatro grupos de tratamiento. Se muestra la media + eem de tres (n=3) (HZ
control, WT control y WT haloperidol) y cuatro (n=4) (HZ haloperidol) experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado.

Bmax £ €em

GRUPOS TRATAMIENTO .
(fmol/mg proteina)

Kpx eem (nM)

HZ Control 280.47+20.53*** 0.80+0.11**
HZ Haloperidol 397.6+14.60"" 1.45+0.19"
WT Control 479.37+25.62 2.04+0.35

WT Haloperidol 381.47+£31.74%* 1.10+0.03*

*A% p<0.001; **: p<0.01 y *: p<0.05 respecto a WT Control (ANOVA de un factor con
DMS post hoc test). “*: p<0.01 y *: p<0.05 respecto a HZ Control (ANOVA de un factor con
DMS post hoc test).
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Figura 29: Densidad (By.) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT,, de serotonina en
membranas de corteza frontal de los cuatro grupos de tratamiento. Se representa la
media + eem de tres (n=3) (HZ control, WT control y WT haloperidol) y cuatro (n=4) (HZ
haloperidol) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado. ***: p<0.001
y *: p<0.05 respecto a WT Control (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
##: p<0.01 respecto a HZ Control (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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IV. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE LOS
RECEPTORES D2 Y 5-HT2a EN SINAPTOSOMAS

El aislamiento de los sinaptosomas, sinapsis aisladas artificialmente, es una
técnica util para identificar y estudiar los receptores en los terminales sindpticos
(Villasana y cols., 2006). En esta parte del trabajo, nos propusimos poner a punto la
metodologia necesaria para la caracterizacion de los receptores D, de dopamina y

5-HT;a de serotonina en preparaciones de sinaptosomas de raton Swiss.

I Caracterizacion del receptor D; de dopamina en sinaptosomas

La caracterizacion farmacoldgica del receptor D, de dopamina en
sinaptosomas se realizdo mediante ensayos de saturacion.
En los ensayos de saturacion con el radioligando [*H]-espiperona se obtuvo una
curva compatible con un solo sitio de union (Figura 30). Los parametros de union

(Bmax ¥ Kp) de *H-espiperona se muestran en la tabla 23.
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Figura 30: Curva de union especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de sinaptosomas de raton Swiss utilizando sulpiride 10 pM como ligando para
evaluar la unién inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de dos
experimentos independientes (n=2) realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 23: Parametros de unién (Bn.. y Kp) de [’H]-espiperona en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Los valores representan la media + eem de dos experimentos
independientes (n=2) realizados con puntos por duplicado.

Bmax £ eem Kp* eem
(fmol/mg proteina) (nM)
59.91+1.19 0.23+£0.04

Caracterizacion del receptor 5-HT:a de serotonina en
sinaptosomas

La caracterizacion farmacologica del receptor 5-HT,, de serotonina en
sinaptosomas de raton Swiss se realizé mediante ensayos de saturacion.

Los ensayos de saturacion se realizaron utilizando el radioligando [*H]-LSD y
se obtuvo una curva compatible con un solo sitio de uniéon (Figura 31). Los

parametros de union (B y Kp) de 3H-LSD se muestran en la tabla 24.
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Figura 31: Curva de union especifica de [*’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en
membranas de sinaptosomas de raton Swiss utilizando ketanserina 10 pM como ligando para
evaluar la unién inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de dos
experimentos independientes (n=2) realizados con puntos por duplicado.

123



Resultados

Tabla 24: Parametros de union (B,.x y Kp) de FH]-LSD en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Los valores representan la media + eem de dos experimentos
independientes (n=2) realizados con puntos por duplicado.

Bmax £ eem

+
(fmol/mg proteina) Ko eem (nM)

176.95 + 15.85 1.04 +£0.25

Analisis comparativo de la expresion de los receptores D2 y
5-HT2a en funcion de los niveles de reelina

El raton heterocigoto reeler (HZ) al igual que los pacientes esquizofrénicos
presenta una disminucion de la densidad de espinas dendriticas (los principales
lugares de contacto sinaptico) (Liu y cols., 2001), lo cual hace que la caracterizacion
de dos de los principales GPCRs implicados en el tratamiento y la farmacologia de la
esquizofrenia, el receptor D, de dopamina y el receptor 5-HT,, de serotonina, en

sinaptosomas de raton reeler resulte de gran interés.

Microscopia electronica de sinaptosomas de raton reeler

La presencia de sinaptosomas en preparaciones obtenidas de cerebro total de

raton reeler se determind mediante microscopia electronica (Figura 32).

500 nm

Figura 32: Microfotografias de sinaptosomas. A) Fotografia de preparacion de sinaptosomas
obtenidos de cerebro total de raton reeler. B) Terminaciones presinapticas con vesiculas y
estructuras postsinapticas. Barras de calibrado: A 0.5 pm, B 0.2 um.
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Ensayos de union de radioligandos en sinaptosomas de raton reeler

En esta parte del trabajo nos propusimos estudiar si los niveles de reelina
tenian un efecto en la densidad y sensibilidad de los receptores D, de dopamina y

5-HT;4 de serotonina en membranas de sinaptosomas.

Caracterizacion del receptor D2 de dopamina en sinaptosomas

Con el objetivo de estudiar un posible efecto de los niveles de reelina en la
densidad y sensibilidad del receptor D, de dopamina se realizaron ensayos de
saturacion con “H-espiperona en sinaptosomas de cerebro total de ratéon homocigoto
reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT) (Figura 33 y 34). Los pardmetros de
unidn (Bmax ¥ Kp) obtenidos para los distintos genotipos se muestran en la tabla 25.
El andlisis estadistico mediante ANOVA de un factor para By,.x entre los genotipos
reveld un efecto significativo del genotipo [F(2,7)=59.98, p<0.001]. La prueba post
hoc DMS mostré una reduccion en el valor de Bpax en RL (p<<0.001) y HZ (p<0.001)
con respecto a WT y un descenso del valor de Bp,x en RL (p<0.05) con respecto a
HZ. El andlisis estadistico mediante ANOVA de un factor no revelé un efecto
significativo del genotipo [F(2,7)=2.90, p=0.146] para el valor de Kp entre los tres

genotipos.
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Figura 33: Curva de union especifica de [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en
membranas de sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL) (A), heterocigoto (HZ) (B) y
wild type (WT) (C) utilizando sulpiride 10 uM como ligando para evaluar la unidn
inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de dos (n=2) (A) y tres
(n=3) (B,C) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 25: Parametros de union (B,,., y Kp) de [3H]-espiper0na en sinaptosomas de
raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT). Se muestra la
media £ eem de dos (n=2) (RL) y tres (n=3) (HZ,WT) experimentos independientes
realizados con puntos por duplicado.

GENOTIPO (fmoBIlmr:lxgip?'f):zina) KD(:“:;”"
Homocigoto reeler (RL) 50.1842.37 ***;# 0.17+0.01
Heterocigoto reeler (HZ) 58.75+1.51 *** 0.17+0.02
Wild type (WT) 79.33+2.00 0.24+0.02

**%: p<0.001 respecto a WT (ANOVA de un factor con DMS post hoc test); #: p<0.05
respecto a HZ (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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Figura 34: Densidad (Bj.) en fmol/mg proteina del receptor D, de dopamina en
sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT). Se
representa la media £ eem de dos (n=2) (RL) y tres (n=3) (HZ, WT) experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado. ***: p<0.001 respecto a WT (ANOVA
de un factor con DMS post hoc test); #: p<0.05 respecto a HZ (ANOVA de un factor con
DMS post hoc test).
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Caracterizacion del receptor 5-HT2a de serotonina en sinaptosomas

Dado que se acepta que los agonistas se unen preferentemente a los estados
de alta afinidad del receptor (complejo receptor acoplado a proteina G), mientras que
los antagonistas se unen a los estados de alta y baja afinidad del receptor (receptor no
acoplado a proteina G) con igual afinidad (Egan y cols., 2000), en esta parte del
trabajo realizamos la caracterizacion del receptor 5-HT,, de serotonina mediante
ensayos de saturacion utilizando dos radioligandos distintos, un antagonista *H-
ketanserina y un agonista *H-LSD, en sinaptosomas de cerebro total de raton reeler.

Con el objetivo de estudiar una posible relacion entre los niveles de reelina de
los animales y la densidad y sensibilidad del receptor 5-HT,5 de serotonina se
realizaron ensayos de saturacion con *H-ketanserina en sinaptosomas de cerebro total
de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) (Figura 35). Los pardmetros de
union (Bmax vy Kp) de >H-ketanserina se muestran en la tabla 26. El anélisis
estadistico mediante ANOVA de un factor revel6 una disminucién significativa
[F(1,4)=14.815, p<0.05] de la Kp de *H-ketanserina por el receptor 5-HT, de
serotonina en sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ) con respecto a wild
type (WT), sin observarse diferencias significativas en la densidad (Bpmax)

[F(1,4)=2.093, p=0.244] de los receptores 5-HT;4 entre los dos genotipos.
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Figura 35: Curva de unién especifica de [*H]-ketanserina en el receptor 5-HT,, de
serotonina en membranas de sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ) (A) y wild type
(WT) (B) utilizando mianserina 60 pM como ligando para evaluar la union inespecifica. Se
muestra un experimento representativo de un total de dos (n=2) (A) y tres (n=3) (B)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 26: Parametros de union (B,,.x y Kp) de [3H]-ketanserina en sinaptosomas de
raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT). Se muestra la media + eem de dos (n=2)
(HZ) y tres (n=3) (WT) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Brax £ eem Kp* eem
GENOTIPO (fmol/mg proteina) (nM)
Heterocigoto reeler (HZ) 166+16.2 1.08+0.24 *
Wild type (WT) 227.4+31.51 2.15+£0.16

*: p<0.05 respecto a WT (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).

Posteriormente, se estudio si el nivel de reelina ejercia un efecto en el nivel de
expresion de los estados de afinidad del receptor 5-HT,4 de serotonina marcados por
el agonista (alta afinidad). Para ello se realizaron ensayos de saturacion con el
radioligando agonista *H-LSD en membranas de sinaptosomas de cerebro total de
raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT) (Figura 36 y 37).
Los parametros de union (Bm.x y Kp) se muestran en la tabla 27. El analisis
estadistico mediante ANOVA de un factor para B« entre los distintos genotipos de
raton estudiados revelo un efecto significativo del genotipo [F(2,5)=117,905,
p<0.01]. La prueba post hoc DMS mostr6 una reducciéon en el valor de By.x en RL
(p<0.001) y HZ (p<0.01) con respecto a WT y un descenso del valor de B,x en RL
(p<0.01) con respecto a HZ. El analisis estadistico mediante ANOVA de un factor no
reveld un efecto significativo del genotipo [F(2,5)=1.462, p=0.360] para el valor de
Kp.
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Figura 36: Curva de unién especifica de [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en
membranas de sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL) (A), heterocigoto (HZ) (B) y
wild type (WT) (C) utilizando mianserina 60 uM como ligando para evaluar la unién
inespecifica. Se muestra un experimento representativo de un total de dos (n=2)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 27: Parametros de union (B, y Kp) de [FH]-LSD en sinaptosomas de raton
homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT). Se muestra la media + eem
de dos (n=2) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

GENOTIPO (fmoBIlmr:l);:jtpe:'i::ina) KD(:I\;)em
Homocigoto reeler (RL) 232.0+3.3 ®#k i 1.12+0.20
Heterocigoto reeler (HZ) 312.35+0.85 ** 1.29+0.17
Wild type (WT) 381.65+11.45 1.50+0.002

% p<0.001 y **: p<0.01 respecto a WT (ANOVA de un factor con DMS post hoc
test). **: p<0.01 respecto a HZ (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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Figura 37: Densidad (By.) en fmol/mg proteina del receptor 5-HT,, de serotonina en
sinaptosomas de raton homocigoto reeler (RL), heterocigoto (HZ) y wild type (WT). Se
representa la media + eem de dos (n=2) experimentos independientes realizados con puntos
por duplicado. ***: p<0.001 y **: p<0.01 respecto a WT (ANOVA de un factor con DMS
post hoc test). **: p<0.01 respecto a HZ (ANOVA de un factor con DMS post hoc test).
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V. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS
CONFORMACIONALES DE LOS RECEPTORES D:
Y 5-HTza EN SINAPTOSOMAS

Tal y como se comentd en la introduccion los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) son capaces de adoptar multiples estados conformacionales que
existen en un equilibrio dindmico. Los ligandos estabilizan distintos estados
conformacionales de estos GPCRs posibilitando una regulacion diferencial de las

distintas vias de sefalizacion (Kenakin y Miller, 2010).

I Estudios en sinaptosomas de ratéon Swiss

En esta parte del trabajo nos propusimos poner a punto la metodologia
necesaria para la caracterizacion conformacional del receptor D, de dopamina y

5-HT,a de serotonina en sinaptosomas de raton Swiss.

Caracterizacion conformacional del receptor D de dopamina en
sinaptosomas

La caracterizacion conformacional del receptor D, de dopamina en
sinaptosomas de raton Swiss se realizd mediante ensayos de competicion por la
union frente a [*H]-espiperona. Se evalué la afinidad por los receptores D, de
dopamina de los farmacos (haloperidol, clozapina y risperidona) y de distintas
herramientas farmacologicas sintetizadas por el grupo de los Dres. Ravifia y
Masaguer del departamento de Quimica Orgénica de la Universidad de Santiago de
Compostela (QF1004B, QF0108B y QF0703B).

Todos los compuestos estudiados presentan un perfil de competicion monofasico,
indicativo de que reconocen una Unica conformacion del receptor en nuestro sistema
(Figura 38 y 39). Los parametros de afinidad (K; y pKj) de los compuestos estudiados

se muestran en la tabla 28.
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Figura 38: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,
C) Risperidona frente a [H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Se muestra un experimento representativo de un total de dos

(n=2) (B,C) y tres (n=3) (A) experimentos independientes realizados con puntos por
duplicado.
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Figura 39: Curva de competicion de los compuestos: A) QF1004B, B) QFO0108B,
C) QF0703B frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Se muestra un experimento representativo de un total de tres
experimentos independientes (n=3) con puntos por duplicado.
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Tabla 28: Afinidad (K; y pKj) por el receptor D, de dopamina de sinaptosomas de raton
Swiss marcado con ['H]-espiperona de los compuestos estudiados. Se muestra la
media + eem de dos a tres (n=2-3) experimentos independientes realizados con
puntos por duplicado.

COMPUESTO K; (nM) pK;
Haloperidol 3.36+0.26 8.48+0.03
Clozapina 242.88+1.36 6.61+0.00
Risperidona 4.44+0.43 8.35+0.04
QF1004B 50.40+3.13 7.30+0.03
QF0108B 173.54+31.00 6.77+0.07
QF0703B 74.73+9.89 7.14+0.06

Caracterizacion conformacional del receptor 5-HT:a de serotonina
en sinaptosomas

La caracterizacion conformacional del receptor 5-HT,s de serotonina en
sinaptosomas de raton Swiss se realizd mediante ensayos de competicion por la
union frente a [3H]—LSD. Se evalud la afinidad por los receptores 5-HT,a de los
farmacos (haloperidol, clozapina y ketanserina) y de distintas herramientas
farmacoldgicas sintetizadas por el grupo del Dr Ravifia y el Dr Masaguer (QF1004B,
QF0108B y QF2004B).

Los compuestos haloperidol, clozapina, QF1004B y QF2004B presentan un perfil de
competicidon monofasico, indicativo de que reconocen una Unica conformacion del
receptor 5-HT,5 en nuestro sistema, mientras que los compuestos ketanserina y
QFO0108B presentan un perfil de competicioén bifasico indicativo de que reconocen
dos conformaciones del receptor. (Figura 40 y 41). Los parametros de afinidad (K;y

pKj) de los compuestos estudiados se muestran en la tabla 29.
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Figura 40: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,
C) Ketanserina frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Se muestra un experimento representativo de un total de dos
(n=2) (A,C), tres (n=3) (B) experimentos independientes realizados con puntos por
duplicado.
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Figura 41: Curva de competicion de los compuestos: A) QF1004B, B) QFO0108B,
C) QF2004B frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en membranas de
sinaptosomas de raton Swiss. Se muestra un experimento representativo de un total de dos

(n=2) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 29: Afinidad (K; y pK;) por el receptor 5-HT,, de serotonina de sinaptosomas de

ratéon Swiss marcado con [3H]-LSD de los compuestos estudiados. Se muestra la

media + eem de dos a tres (n=2-3) experimentos independientes realizados con puntos por

duplicado.
COMPUESTO Kiata (M) (alta :f:(l;idad) Kivaia (M) pia apfli(rilidad)
Haloperidol 1055.5+£2.50 5.98+0.00
Clozapina 113.03+4.93 6.95+0.02
Ketanserina 0.08+0.07 10.43+0.59 257.85+62.05 6.60+0.11
QF1004B 30.86+21.07 7.65+0.36
QF0108B 0.54+0.41 9.45+0.43 360.0+99.4 6.46+0.12
QF2004B 273.25+1.35 6.56:0.00
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I Estudios en sinaptosomas de ratén reeler

En esta parte del trabajo nos propusimos estudiar si los niveles de reelina en
los ratones influian en el perfil de las curvas de competicion lo que resulta indicativo

de la expresion conformacional de los receptores.

Caracterizacion conformacional del receptor D; de dopamina en
sinaptosomas

La posible influencia de los niveles de reelina en la afinidad de los farmacos
antipsicoticos por el receptor D, de dopamina se analizd mediante ensayos de
competicion con “H-espiperona en sinaptosomas de cerebro total de raton
heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) con un antipsicético tipico (haloperidol) y
dos atipicos (clozapina y risperidona). Los compuestos presentaron un perfil de
competicion monofasico, tanto en ratdon heterocigoto reeler (HZ) como en wild type
(WT) (Figura 42 y 43). El analisis estadistico mediante ANOVA de un factor no
mostrd diferencias significativas en el parametro de afinidad (K;) del haloperidol y la
clozapina pero si en en el de la risperidona [F(1,3)=430.809, p<0.01] (Tabla 30)

entre los dos genotipos.
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Figura 42: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,
C) Risperidona frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en membranas de
sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ). Se muestra un experimento representativo
de un total de dos (n=2) (A y C) y tres (n=3) (B) experimentos independientes realizados
con puntos por duplicado.
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Figura 43: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,

C) Risperidona frente a [*H]-espiperona en el receptor D, de dopamina en membranas de

sinaptosomas de raton wild type (WT). Se muestra un experimento representativo de un

total de dos (n=2) (C), tres (n=3) (A) y cinco (n=5) (B) experimentos independientes

realizados con puntos por duplicado.
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Tabla 30: Afinidad (K; y pKj) por el receptor D, de dopamina de sinaptosomas de raton
heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT) con [‘H]-espiperona de los compuestos
estudiados. Se muestra la media + eem de dos a cinco (n=2-5) experimentos independientes
con puntos por duplicado.

Heterocigoto reeler (HZ) Wild type (WT)
Haloperidol 8.85+2.01 8.06+0.10 11.14£1.49 7.96+0.06

Clozapina 1254.08+390.22 5.95+0.15 1777.9+202.89 5.76+0.05

Risperidona 5.97+0.14** 8.22+0.01 9.35+0.08 8.03+0.00

**: p<0.01 respecto a WT (ANOVA de un factor).

Caracterizacion conformacional del receptor 5-HT:a de serotonina
en sinaptosomas

En esta parte del trabajo se realizaron las curvas concentracion-respuesta de
un antipsicético tipico (haloperidol) y dos atipicos (clozapina y risperidona) en
sinaptosomas de cerebro total de raton heterocigoto reeler (HZ) y wild type (WT)
mediante estudios de competicion frente al radioligando agonista *H-LSD. Mediante
estos estudios se observo que la competicion con el haloperidol y la risperidona se
ajustd a un perfil de competicion bifasico mientras que la clozapina presentd un
perfil de competicion monofasico (Figura 44 y 45). El andlisis estadistico mediante
ANOVA de un factor no reveld diferencias significativas en el parametro de afinidad
(Kj) del haloperidol y la clozapina, aunque si revel6 diferencias significativas en el
parametro de alta afinidad de la risperidona (K aia) [F(1,3)=18.033, p<0.05] (Tabla
31y 32) entre los dos genotipos.
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Figura 44: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,
C) Risperidona frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en membranas de
sinaptosomas de raton heterocigoto reeler (HZ). Se muestra un experimento representativo
de un total de dos (n=2) (C) y tres experimentos independientes (n=3) (A y B) realizados con
puntos por duplicado.
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Figura 45: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol, B) Clozapina,
C) Risperidona frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,4 de serotonina en membranas de
sinaptosomas de raton wild type (WT). Se muestra un experimento representativo de un total
dos (n=2) (A,C) y tres (n=3) (B) experimentos independientes realizados con puntos por
duplicado.
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Tabla 31: Afinidad por el receptor 5-HT,, de serotonina de sinaptosomas de ratéon
heterocigoto reeler (HZ) con ['H]-LSD de los compuestos estudiados. Se muestra la
media + eem de un total de dos (n=2) (Risperidona) y tres (n=3) (Haloperidol y clozapina)
experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Heterocigoto reeler (HZ)

pKi pKi
COMPUESTO Kiata (M) (alta afinidad) | o (M) ia afinidad)
Haloperidol 65.1£9.23 7.20+£0.06 5833.0+714.08 5.2440.05
Clozapina 409.13+47.41 6.39+0.05

Risperidona 1.56+0.23* 8.81+0.06 555.45+235.65 6.30+0.20

*: p<0.05 respecto a WT (ANOVA de un factor).

Tabla 32: Afinidad por el receptor 5-HT,, de serotonina de sinaptosomas de ratén wild
type (WT) con [*H]-LSD de los compuestos estudiados. Se muestra la media + eem de un
total de dos (n=2) (Haloperidol y risperidona) y tres (n=3) (Clozapina) experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado.

Wild type (WT)
pK; (alta pKi (baja
COMPUESTO K| alta (nM) afinidad) K' baja (nM) afinidad)

Haloperidol 32.70+£20.85 7.60+0.33 6382.0+£157.0 5.20+0.01
Clozapina 355.94+21.05 6.45+0.03

Risperidona 0.37+0.16 9.47+0.20 1315.25+73.75 5.88+0.02
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Con el objetivo de descartar que las curvas de competicion bifésicas
obtenidas con el haloperidol y la risperidona fueran debidas al grado de acoplamiento
de las proteinas G al receptor marcado con el agonista *H-LSD (los clasicos estados
de alta afinidad), se realizaron ensayos de competicion con 100 uM de Gpp(NH)p
(guanosina-5'-(B,y-imido)trifosfato), un andlogo no hidrolizable del GTP que
desacopla las proteinas G del receptor. La presencia de Gpp(NH)p no modificé las
curvas de competicion bifésicas para el haloperidol y la risperidona tanto en ratones
heterocigoto reeler (HZ) como wild type (WT) (Figura 46 y 47). Los parametros de
afinidad (K;) (Tabla 33 y 34) no variaron significativamente en relacion a los

obtenidos en ausencia de Gpp(NH)p.
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Figura 46: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol y B) Risperidona
frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en membranas de sinaptosomas de
raton heterocigoto reeler (HZ) en ausencia (M) y en presencia (M) de 100 pM de
Gpp(NH)p. Se muestra un experimento representativo de un total de dos o tres
experimentos independientes (n=3) realizados con puntos por duplicado.
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Figura 47: Curva de competicion de los compuestos: A) Haloperidol y B) Risperidona
frente a [’H]-LSD en el receptor 5-HT,, de serotonina en membranas de sinaptosomas de
raton wild type (WT) en ausencia (M) y en presencia (H) de 100 uM de Gpp(NH)p. Se
muestra un experimento representativo de un total de dos o tres experimentos independientes
(n=3) realizados con puntos por duplicado.

Tabla 33: Afinidad por el receptor 5-HT,, de serotonina de sinaptosomas de ratén
heterocigoto reeler (HZ) con [3H]-LSD de los compuestos estudiados en ausencia o en
presencia de 100 uM de Gpp(NH)p. Se muestra la media + eem de un total de dos (n=2)
(Risperidona, haloperidol con Gpp(NH)p y risperidona con Gpp(NH)p) y tres (n=3)
(Haloperidol) experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Heterocigoto reeler (HZ)

PK; PKi
COMPUESTO Kiara (M) (alta afinidad) Kibaja (NM) (baja afinidad)
Haloperidol 65.1£9.23 7.20+0.06 5833.0+£714.08 5.244+0.05
Haloperidol

53.29+8.25  7.28+0.07 | 5277.0+1341.88  5.30+0.10
(100 pM Gpp(NH)p)

Risperidona 1.56+0.23 8.81+0.06 555.45+235.65 6.30+0.20

Risperidona
(100pM Gpp(NH)p)

1.50+0.57 8.86+0.17 1510.5+243.5 5.83+0.07
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Tabla 34: Afinidad por el receptor S-HT,, de serotonina de sinaptosomas de ratén wild
type (WT) con [*H]-LSD de los compuestos estudiados en ausencia o en presencia de
100 pM de Gpp(NH)p. Se muestra la media = eem de un total de dos (n=2) experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado.

Wild type (WT)
. PK; o PK;
COMPUESTO Kiaa (M) (alta afinidad) Kibaja (NM) (baja afinidad)
Haloperidol 32.70£20.85  7.60+0.33 6382.0+157.0 5.20+0.01
Haloperidol

82.2849.96  7.09+0.05 | 8916.0+2144.0 5.06+0.11
(100 uM Gpp(NH)p)

Risperidona 0.37+0.16 9.474+0.20 1315.25+73.75 5.88+0.02

Risperidona
(100 uM Gpp(NH)p)

2.82+0.75 8.57+0.12 2163.8+748.2 5.69£0.16

148



DISCUSION







Discusion

DISCUSION

La reelina es una glicoproteina de la matriz extracelular (D'Arcangelo y cols.,
1997) reguladora de la migracion neuronal durante el desarrollo cerebral (Tissir y
Goffinet, 2003) y de la modulacion de la plasticidad sinaptica durante el periodo
postnatal y adulto (Beffert y cols., 2005; Herz y Chen, 2006). El ratén heterocigoto
reeler (HZ) que presenta una disminucion de ~50 % de la expresion de esta proteina,
similar a la descrita en pacientes esquizofrénicos (ver apartado “El raton heterocigoto
reeler como modelo animal de esquizofrenia” de la introduccion, p.63), ha sido
ampliamente utilizado para el estudio de las alteraciones neuroanatémicas y
comportamentales observadas en la esquizofrenia (Costa y cols., 2001; Krueger y
cols., 2006; Podhorna y Didriksen, 2004; Tueting y cols., 1999) y se ha propuesto
como un modelo genético de esta enfermedad (Liu y cols., 2001).

Sin embargo, existen pocos estudios que evalien en este modelo animal las
caracteristicas de los principales sistemas de neurotransmision implicados en la
patologia de la esquizofrenia (Ballmaier y cols., 2002; Isosaka y cols., 2006;
Matsuzaki y cols., 2007; Panagopoulos y cols., 1993). Por ello, nuestro objetivo en la
presente Tesis Doctoral fue caracterizar farmacologicamente (en funcion de la
expresion de reelina en los modelos de ratones) los dos receptores de
neurotransmisores mas citados en relacion con el mecanismo de accion de los
farmacos antipsicoticos y la neuropatologia de la esquizofrenia, los receptores D, de
dopamina y 5-HT,s de serotonina. Para ello, se evalu6 comparativamente la
expresion y la funcion de estos receptores en ratones heterocigoto reeler (HZ) y wild
type (WT) asi como el efecto del tratamiento antipsicético en la expresion de estos
receptores. Ademas dado que la reelina afecta directamente la expresion proteica en
las sinapsis, hemos puesto a punto la metodologia para la caracterizacion
farmacologica y conformacional de los receptores D, y 5-HT,4 en sinapsis aisladas
para evaluar el efecto de la reelina sobre la distribucion conformacional de estos
receptores en dicho modelo de sinaptosomas.

El estudio de la expresion del receptor D,, mostré un incremento de la
densidad (Bn.x) de estos receptores en el estriado de los ratones HZ comparado a los

ratones WT. Se ha descrito que los ratones HZ presentan un nivel de dopamina en el
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estriado inferior a los ratones WT (Ognibene y cols., 2008), lo que se podria atribuir
a fenomenos de up-regulation en ratones HZ para compensar la pérdida de sefial.
Respecto a los datos de otros estudios, en la bibliografia hay discrepancias:
Panagopoulos y cols., 1993 no observaron diferencias en la union de [*H]-espiperona
al receptor D; en el estriado de ratones homocigoto reeler (RL) y Matsuzaki y cols,
2007 observaron una disminucion de la union al receptor D en el estriado de ratones
RL. Dicha disminucién se describid en ratones RL (sin proteina reelina) mientras los
datos presentados en nuestro trabajo fueron obtenidos en ratones HZ (~50 % de los
niveles de reelina).

Asimismo, se debe tener en cuenta que el estudio de Matsuzaki y cols, 2007 y
el nuestro se llevaron a cabo con distintos radioligandos, [*H]-raclopride en el
estudio de Matsuzaki y [*H]-espiperona en el nuestro. Los derivados de la
butirofenona como la espiperona se unen a los tres subtipos de la familia D, (D;, D3
y D4) (Lomena y cols., 2004; Soares y Innis, 1999) ademés de a los receptores
5-HT,a (Barnes y Sharp, 1999; Zavitsanou y Huang, 2002), mientras que los
derivados de las benzamidas como el raclopride se unen solo a los subtipos D, y D;
(Lomena y cols., 2004; Soares y Innis, 1999). En nuestro estudio la posible
interferencia del receptor D4 deberia ser minima ya que el estriado contiene un
nimero pequeiio de receptores Dy relativo a D, (Primus y cols., 1997). En lo que
respecta a la posible interferencia con los receptores 5-HT»s nuestros ensayos se
llevaron a cabo en presencia de una concentracion de ketanserina (50 nM) que
bloquea la uniodn a receptores 5S-HT7a.

El aumento observado en nuestros estudios concuerda con numerosos
estudios postmortem que han mostrado una elevacion de los receptores D, en el
estriado de pacientes con esquizofrenia (Guillin y cols., 2007; Lee y Seeman, 1980;
Seeman y cols., 1987; Soares y Innis, 1999), aunque la mayoria de estos estudios
postmortem se han realizado en muestras de pacientes que habian sido tratados con
antipsicoticos, lo que introduce la posibilidad de que este incremento sea debido al
tratamiento (Lomena y cols., 2004; Seeman y Kapur, 2000).

Igualmente, los estudios de la densidad del receptor D, en pacientes
esquizofrénicos que no habian sido tratados previamente con fairmacos antipsicoticos

mediante estudios de imagen in vivo han aportado datos contradictorios. Estudios
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utilizando [''C]metilespiperona mostraron una elevacion de los receptores D en la
esquizofrenia (Tune y cols., 1996; Wong y cols., 1997), mientras que los resultados
utilizando [UC]raclopride no mostraron dicha elevacion (Farde y cols., 1990; Hietala
y cols., 1994; Talvik y cols., 2006). Estas diferencias han sido atribuidas a distintos
factores, entre los que se incluyen diferencias en la capacidad de los ligandos de
competir con la dopamina endogena, diferencias en los métodos de analisis,
diferencias en la evolucion de la enfermedad e incluso diferencias en la capacidad de
los ligandos de discriminar entre formas monoméricas, diméricas y oligoméricas del
receptor (Dean y cols., 1997; Lomena y cols., 2004; Malmberg y cols., 1996; Seeman
y Kapur, 2000). Asi, la espiperona marca especificamente las formas monoméricas
del receptor mientras que el raclopride se une tanto a formas monoméricas como
diméricas. Se ha sugerido que en la esquizofrenia existe un predominio de las formas
monoméricas del receptor, de este modo la unién con raclopride no mostraria
diferencias, pero la unidon con espiperona seria mayor en el cerebro de
esquizofrénicos en relacion a los controles, debido al aumento del nimero de
monomeros (Seeman y Kapur, 2000; Zawarynski y cols., 1998). Este aumento seria
concordante con el observado en nuestro estudio en los ratones HZ con niveles de
reelina similares a los de los pacientes esquizofrénicos.

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de los receptores D,, hemos
realizado ensayos funcionales con [’S]GTPyS para estudiar el grado de
acoplamiento del receptor D, a las proteinas G. Nuestros resultados muestran un
aumento significativo de la funcionalidad del receptor D, en ratones HZ comparado a
WT que se corresponde con el aumento de la densidad y que concordaria con la
hiperactividad dopaminérgica caracteristica de la esquizofrenia (Abi-Dargham,
2004). De este modo, el déficit de reelina parece inducir una sobreexpresion de los
receptores D, y una mayor sensibilidad funcional de los mismos, conduciendo por
tanto a una hiperactividad dopaminérgica.

Por otra parte, los receptores 5-HT»5 son también receptores acoplados a
proteinas G, que han sido implicados en la patologia y en el mecanismo de accion de
los antipsicoticos atipicos. Se ha observado que la activacion de los receptores
5-HTsa por sustancias alucindgenas como el LSD induce sintomas psicoticos como

la esquizofrenia (Geyer y Vollenweider, 2008). Adicionalmente, la clozapina, el
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farmaco patron o gold standard de los antipsicéticos atipicos tiene mayor afinidad
por estos receptores que por los Dy, por ello en el disefio de las nuevas generaciones
de antipsicoticos atipicos se considerd y la mayoria de los fA&rmacos antipsicoticos
atipicos comercializados presentan una elevada afinidad como antagonistas de los
receptores 5-HT,4 (Meltzer, 1999; Meltzer y cols., 2003b), ver apartado “Farmacos
antipsicoticos” de la introduccion de esta Tesis, p.21.

Cuando investigamos la influencia de los niveles de reelina sobre la expresion
en la corteza frontal de los receptores 5-HT,4 de los distintos genotipos observamos
un descenso significativo en la densidad de los receptores 5-HT,s en ratones HZ.
Estos datos apoyarian una cercania entre el descenso de los niveles de reelina en el
raton HZ y la esquizofrenia, en la que mayoritariamente se describe una disminucioén
de la densidad de los receptores 5-HT,a. Se ha descrito de forma mayoritaria una
reduccion significativa de la densidad del receptor 5-HT,4 en las areas corticales,
especialmente en la corteza frontal, del cerebro de los pacientes esquizofrénicos
(Arora y Meltzer, 1991; Bennett, Jr. y cols., 1979; Dean y Hayes, 1996; Dean, 2003;
Laruelle y cols., 1993; Matsumoto y cols., 2005; Mita y cols., 1986; Pralong y cols.,
2000). Esta disminucidon es apoyada por un estudio piloto in vivo en la corteza
prefrontal de seis individuos con riesgo de padecer esquizofrenia (Hurlemann y cols.,
2005). Del mismo modo, se describen niveles reducidos del ARNm del receptor
5-HT, en pacientes esquizofrénicos ancianos sin tratamiento neuroléptico en el giro
frontal superior izquierdo, con respecto a controles o a pacientes tratados con
farmacos neurolépticos, para los que se observdo mayor densidad del ARNm del
receptor 5-HT»4 (Hernandez y Sokolov, 2000).

Sin embargo, algunos autores han encontrado un aumento de la densidad del
receptor 5-HT,5 en la esquizofrenia (Whitaker y cols., 1981), mientras que otros
estudios no encontraron cambios en la densidad de estos receptores (Dean y cols.,
1996; Reynolds y cols., 1983). Estas diferencias son atribuidas frecuentemente a una
heterogeneidad en la enfermedad o a diferencias en la influencia de los tratamientos.
Del mismo modo, hay descripciones variables respecto a su afinidad, con aumentos,
disminuciones y mayoritariamente sin cambios (Dean, 2003; Hernandez y Sokolov,
2000). Los resultados de los estudios in vivo, igual que en los receptores Do,

describen datos variables de la densidad de estos receptores. Existen estudios in vivo

154



Discusion

que han mostrado un descenso en la densidad del receptor 5-HT,s en la corteza
frontal de esquizofrénicos (Ngan y cols., 2000; Rasmussen y cols., 2010) aunque
también existen estudios que no muestran diferencias significativas entre pacientes y
controles (Erritzoe y cols., 2008; Lewis y cols., 1999; Okubo y cols., 2000; Trichard
y cols., 1998; Verhoeff y cols., 2000).

Para conocer la influencia de la reelina en la funcionalidad de los receptores
5-HT,4, igual que para receptores D, se llevaron a cabo estudios de [*>S]GTPYS que
mostraron una disminucién significativa en la funcionalidad de este receptor en la
corteza frontal de los ratones HZ comparado a los WT. Esta disminuciéon en la
funcionalidad concuerda con la disminucién de la expresion de receptores y parece
indicar que el déficit de reelina conlleva una disminucién de la actividad del receptor
5-HT,a. No se puede atribuir a la existencia de distintos niveles de serotonina
enddgena, ya que se describio que no existen diferencias significativas de sus niveles
entre ratones HZ y WT (Ognibene y cols., 2008).

En conjunto, estos resultados indican que el sistema dopaminérgico y
serotonérgico, concretamente los receptores D, y 5-HT»4, estan alterados en el raton
HZ con una tendencia que se podria considerar similar a la descrita en la
esquizofrenia. Todo ello implica un papel para la reelina en la expresion y la funcion
de estos receptores y plantea la posibilidad de utilizar los ratones HZ como modelos
animales in vitro de la enfermedad.

En estas condiciones de acercamiento del posible modelo animal a la
enfermedad, nos planteamos el estudio de la influencia del tratamiento con
antipsicoticos sobre la expresion de los receptores D, y 5-HTa en ratones HZ que
como acabamos de comentar acompafian su deficiencia genética en reelina con
diferentes niveles de estos receptores en comparacion con los ratones WT.

Existe numerosa informacion bibliografica que describe resultados
contradictorios y, con frecuencia, paraddjicos en la regulacion farmacoldgica de los
GPCRs por farmacos antipsicoticos. Sin embargo, aunque son bien conocidos los
cambios en los niveles de estos receptores y de la reelina en situaciones fisiologicas y
fisiopatoldgicas de los pacientes, y que también es conocido que la reelina regula la
plasticidad sinédptica y la expresion de proteinas (los receptores lo son) en los

terminales sinapticos, no existe (hasta donde llega nuestro conocimiento) ningun dato

155



Discusion

que reporte informacidon respecto a la regulacion farmacoldgica en ratones con
distintos niveles de reelina.

Es bien conocida una down-regulation paradojica de los receptores 5-HTza
por farmacos antipsicoticos antagonistas de los mismos (Gray y Roth, 2001) y se han
discutido distintas hipotesis para explicarla, entre las que destaca la referida a la
internalizacion de los receptores (Berry y cols., 1996; VanOekelen y cols., 2003;
Willins y cols., 1998; Willins y cols., 1999). En estudios en la linea celular NIH 3T3
Willins y cols. en 1999 describieron que la olanzapina produjo cambios en la
distribucion subcelular de los receptores 5-HT,a in vitro, y que tras siete dias de
tratamiento en rata se produjo la internalizacion y redistribucion celular desde las
dendritas apicales a compartimentos intracelulares en el soma de neuronas
piramidales glutamatérgicas. En relacion con esto, en un tratamiento con olanzapina
en ratas, en nuestro laboratorio (Padin y cols., 2006), observamos cambios en la
distribucion de los receptores 5-HT,4 en la corteza motora frontoparietal, después de
dieciséis dias de tratamiento, la olanzapina indujo inmunoreactividad para la proteina
5-HT,a tanto en el soma de neuronas piramidales, como en otros somas no
piramidales, con una desaparicion de la inmunotincion del receptor 5-HT,4 de las
dendritas, lo cual sugiere que con el tratamiento ocurrié una remodelacion de los
circuitos sinapticos a través de cambios en el transporte subcelular del soma a las
dendritas (de acuerdo con la idea propuesta por Willins y cols., 1999). Esta
redistribucion podria ser la responsable de la disminuciéon en la densidad de
receptores en las membranas de la corteza frontal, medida por estudios de binding.
Por lo tanto, dicha down-regulation representaria mas una redistribucion neuronal de
la proteina receptora 5-HT»a que una disminucion global de la misma.

Una explicacion para la down-regulation paraddjica por antagonistas,
alternativa a la redistribucion, es la propuesta por Gonzédlez-Maeso y Sealfon en
2009, que la atribuyeron a una confusion arrastrada por la heterogeneidad de los
pacientes esquizofrénicos de los distintos estudios, agravada por la influencia de los
tratamientos farmacologicos. Estos autores, en un estudio con pacientes
esquizofrénicos no tratados con neurolépticos, describieron un aumento de la
densidad de receptores 5-HT,a en pacientes jovenes y una correlacion negativa con

la edad, disminuyendo la densidad en pacientes mayores. Esta tltima observacion

156



Discusion

coincide con la disminucion del ARNm del receptor 5-HT,» en pacientes
esquizofrénicos ancianos (Hernandez y Sokolov, 2000).

Una reconceptualizacion de estas dos explicaciones nos llevaria a proponer
un mayor numero global de receptores en distintas localizaciones subcelulares en la
esquizofrenia (aunque en la membrana neuronal se puedan observar densidades
variables) que seria compensado por los farmacos antipsicoticos, afectando a la
dindmica neuronal global de los receptores responsable en tltima instancia de que lo
que se observa en concreto en la membrana sea una disminucion. Seria plausible, en
este planteamiento, un escenario dindmico de la distribucion cerebral de la proteina
receptora 5-HT4 en el que varie su densidad en situaciones fisiologicas (p. €j. en
funcién de la edad), patoldgicas (la psicosis en este caso) y farmacologicas (p. ej. el
tratamiento con antipsicoticos).

Parece logico pensar que la introduccion de un factor externo como el
farmacologico en dicho sistema dindmico, tienda a llevarlo a un estado estacionario
de equilibrio, independientemente de la situacion inicial en que lo encuentre. Esto no
podria verse si los tratamientos farmacologicos en animales de experimentacion se
llevan a cabo en animales control con niveles constantes y comunes de los
receptores. Por eso, en la presente Tesis Doctoral hemos comparado dos grupos de
ratones que expresan distinta densidad de receptores: los ratones WT y los ratones
HZ, los cuales como se ha comentado anteriormente, expresan aproximadamente un
50 % de reelina, reduccion similar a la observada en pacientes esquizofrénicos
(Fatemi, 2001; Impagnatiello y cols., 1998). Como hemos discutido anteriormente en
los ratones HZ se produce una disminucion en la densidad de los receptores 5-HT2a
de corteza frontal y una tendencia al aumento (quiz4 compensatorio) en la afinidad
de los mismos (medida como Kp), respecto al WT.

En el presente estudio hemos investigado el efecto de la administracion in
vivo del antipsicotico haloperidol sobre la densidad (Bmax) y afinidad (Kp) de los
receptores 5-HT»4 en la corteza frontal de ratones WT y HZ, medidas mediante
estudios de saturacién para el binding de *H-LSD.

La dosis de haloperidol utilizada en el presente estudio (0.2 mg/kg/dia) fue
escogida como equivalente a la dosis terapéutica usada en humanos 5-10 mg/dia

(0.07-0.13 mg/kg/dia) (Hales y Yudofsky, 2005). Teniendo en cuenta la vida media
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del haloperidol en humanos y en raton (Broadbent y cols., 1995; de Leon J. y cols.,
2004; Zetler y Baumann, 1985) se extrapola que el metabolismo en el ratén es de dos
a seis veces mayor que en humanos por lo que la dosis utilizada en este estudio
estaria comprendida en un rango de 0.03-0.10 mg/kg/dia.

En dichas condiciones, la administracion de 0.2 mg/kg/dia (ip) de haloperidol
durante quince dias mostr6 una disminucion significativa en la densidad (Bpax) de los
receptores 5-HT,a en la corteza frontal de los ratones WT ademdas de un aumento
significativo en la afinidad (p<0.05 para el descenso en el valor de la Kp).

De forma opuesta, la administracion de 0.2 mg/kg/dia i.p. haloperidol mostrd,
después de quince dias de tratamiento, un aumento en la densidad (Bp.x) de los
receptores 5-HT»4 en la corteza cerebral frontal de los ratones HZ, ademds de un
descenso significativo en la afinidad (p<0.05 para el aumento en el valor de Kp).
Esta es, hasta donde llega nuestro conocimiento, la primera descripciéon comparada
del efecto compensador del tratamiento antipsicotico en los niveles de GPCRs de
ratones HZ y WT, con una regulacion en la densidad y sensibilidad de los receptores
5-HT,a aparentemente hacia unos niveles similares, en relacion inversa a su nivel de
partida en cada grupo de animales.

Esta regulacion opuesta de la densidad/sensibilidad de los receptores 5-HT4
en funcidn de los valores de partida, sugiere, en un modelo dindmico, una tendencia
hacia un estado estacionario de equilibrio. Seria compatible con una redistribucion
neuronal (antes descrita de los receptores 5-HT,a) especialmente en las espinas
dendriticas donde podrian ponerse de manifiesto alteraciones en la plasticidad
sinaptica dependientes del déficit de reelina de los ratones HZ.

En cualquiera de los casos, nuestros resultados apoyan una perspectiva
compensatoria hacia niveles similares de densidad y sensibilidad en la regulaciéon de
los receptores 5-HT,4 por el haloperidol, lo que permite plantear una hipdtesis que
reconcilia los datos heterogéneos y contradictorios observados en la regulacion de
este receptor en cerebro humano, hacia un posible estado estacionario de equilibrio
en el que el cambio observado (aumento o disminucion) dependeria de los niveles de
partida en la expresion y afinidad de los receptores. En el caso humano, como se ha
comentado, la redistribucion de los receptores se modificaria en funcion del nivel de

partida, por la edad del paciente y las variaciones fisiopatoldgicas del curso de la
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enfermedad, dando lugar (siempre segun esta hipdtesis) a los resultados
contradictorios de regulacion descritos en la bibliografia.

Resulta razonable pensar en un bucle de interregulacion entre el sistema
reelina-GABA y los GPCRs implicados en la farmacologia de la psicosis, de hecho
varios estudios han hipotetizado que los antipsicoticos afectan a genes responsables
de cambios en la estructura y la funcidn sindptica que podrian ser subyacentes a la
respuesta clinica (Chen y Chen, 2005; Fatemi y cols., 2009). Los cambios ex vivo
que hemos observado en la regulacion por haloperidol de los receptores 5-HT:a
apoyarian esta posibilidad.

Nuestros resultados miden la union del radioligando a los receptores de la
membrana neuronal de la corteza frontal, ello no nos permite afirmar o descartar que
estas modificaciones sean el producto del déficit de reelina en los ratones HZ, pero
son compatibles con tal relacion y, de hecho, se ha descrito que el tratamiento con
farmacos antipsicoticos afecta la expresion del sistema de sefializacion de reelina en
la corteza frontal de rata; concretamente el haloperidol a dosis de 1,5 mg/kg/dia (i.p.)
durante 21 dias incremento los niveles de la proteina GSK3 (serina cinasa implicada
en la via de senalizacion de la reelina), la expresion del receptor VLDLR de reelina,
y caus6 reducciones en la propia reelina y en la descarboxilasa del acido glutamico
de 65y 67 (GADgs y GADg7) (Fatemi y cols., 2009).

Con respecto a los receptores D, de dopamina en el estriado, por los que el
haloperidol presenta alta afinidad, la administracion de 0.2 mg/kg/dia (i.p.) de
haloperidol durante quince dias mostrdé un incremento significativo de la densidad
(Bmax) de los receptores D, en el estriado de los ratones WT, mientras que en los
ratones HZ mostr6 una tendencia a la reduccion aunque los cambios no alcanzan la
significacion. Del mismo modo, el tratamiento no modificd significativamente la
afinidad en ninguno de los dos genotipos aunque la tendencia fue de disminucion en
WT y de aumento en HZ. El incremento en la densidad (Bmax) de los receptores D,
en los ratones WT concuerda con los resultados descritos en la bibliografia que
describen un incremento en la expresion de estos receptores en las areas estriatales
después del tratamiento prolongado con haloperidol (Hurley y cols., 1996; Laruelle y

cols., 1992). En HZ, aunque no significativas las tendencias fueron a la disminucion
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hacia un hipotético estado estacionario de equilibrio, de forma paralela a lo que
ocurre en los receptores 5S-HT7a.

En conclusion, nuestro estudio describe, por primera vez, una regulacion
diferencial de los receptores 5-HT,s por el haloperidol en ratones que expresan
distintos niveles de reelina, observandose una disminucion de su densidad en los
ratones WT y un aumento en los ratones HZ tendentes a alcanzar niveles similares en
ambos grupos de animales tras el tratamiento. Igual tendencia se observo hacia una
afinidad similar. Estos resultados, ademas de apoyar la interaccion reelina-5-HT,4 en
la regulacion por haloperidol, suponen la primera observaciéon de una regulacion
dependiente de los niveles de partida que permite explicar los resultados
heterogéneos y la regulacion paradojica descrita en la bibliografia para los receptores
5-HT,a. Similar a lo que sucede con los receptores 5-HT,4, se observa una
regulacion diferencial de los receptores D, de dopamina en ratones que expresan
distintos niveles de reelina con un incremento en su densidad en los ratones WT que
no ocurre en los ratones HZ. En este caso, parece que el tratamiento con haloperidol
también muestra una tendencia (no significativa, cuya confirmacién requeriria
ampliar el estudio) a igualar los niveles de expresion del receptor D, lo que apoya
también la regulacion dependiente de los niveles de partida ya observada para el
receptor 5-HTza.

A la vista de estos resultados, que apoyan la influencia de la reelina en la
distribucion, funcidn y regulacion farmacolédgica de los receptores estudiados, hemos
querido analizar de la forma mas fisiologica posible las caracteristicas de la
expresion de estas proteinas receptoras en ratones con distintos niveles de expresion
de reelina.

Los pacientes esquizofrénicos presentan un descenso en el numero de espinas
dendriticas, principal lugar de contacto sinaptico, que se puede relacionar también
con el descenso de los niveles de reelina observados en estos pacientes (ver apartado
“Funcion de la reelina” de introduccion, p.54). La reelina se ha relacionado con
procesos de translacion de ARNm residentes en las espinas dentriticas asi como con
la localizacion de receptores en estas estructuras. Teniendo en cuenta estos hechos,
que las espinas dendriticas son el principal lugar de contacto sindptico y que estan

disminuidas tanto en la esquizofrenia como en el ratdon heterocigoto reeler asociado a
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los niveles de reelina (ver apartado “El raton heterocigoto reeler como modelo
animal de esquizofrenia” de la introduccion, p. 63), decidimos estudiar las
caracteristicas conformacionales de los receptores en sinaptosomas cerebrales
(sinapsis aisladas) de los distintos genotipos de ratones.

Hemos realizado ensayos de saturacion para estudiar la expresion de los
receptores 5-HT,4 y D, en sinaptosomas de ratones RL, HZ y WT. A partir de estos
estudios se observo una disminucion significativa en los sinaptosomas en la densidad
(Bmax) de ambos receptores en el genotipo HZ con respecto al WT, ademds de un
descenso para el genotipo RL con respecto al WT y al HZ, mientras que no se
observaron diferencias en la afinidad de los radioligandos utilizados en cualquiera de
los genotipos. Estas diferencias sugieren que la reelina condiciona la expresion de los
receptores en los terminales sindpticos, y que esta disminucion de la expresion de
receptores se podria relacionar con la disminucion de las espinas dendriticas asociada
con la disminucion de los niveles de reelina.

Ademas, es bien conocido que la distribucion conformacional de las proteinas
estd condicionada, entre otros factores, por el entorno en que se expresan los
receptores (Kenakin y Miller, 2010). Dada la alteracion del entorno de las espinas
sindpticas por el déficit de reelina, hemos realizado también la caracterizacion
conformacional de los receptores 5-HT,4 y D, en sinaptosomas.

En un estudio previo (Brea y cols., 2009; Lopez-Gimenez y cols., 2001) en
cerebro nativo humano y en lineas celulares expresando receptores 5-HT,, humanos
recombinantes sin actividad constitutiva, se propuso la expresion dimérica de estos
receptores en base a las curvas de competicion bifasicas (tanto en unién como en
funcidn) para los antagonistas clozapina, ketanserina y risperidona compitiendo con
radioligandos agonistas CH-DOB, '*’I-DOI). Estas curvas bifasicas fueron atribuidas
a la cooperatividad negativa de los receptores 5-HT,4 homodiméricos humanos (Brea
y cols.,, 2009). Con el fin de estudiar este comportamiento en animales de
experimentacion con distintos niveles de reelina, en el presente trabajo realizamos la
caracterizacion conformacional de los receptores 5-HT,4 y D, en sinaptosomas de
raton.

En sinaptosomas de raton Swiss la ketanserina mostr6 curvas de competicion

biféasicas sugerentes de cooperatividad negativa en los receptores 5-HT,a marcados
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con el radioligando agonista [*H]-LSD, discriminando aparentemente dos
conformaciones diferentes del receptor, mientras que el haloperidol y la clozapina
mostraron perfiles de competicion monofésicos. En trabajos anteriores se comprobo
que estas curvas de competicion bifasica eran insensibles a Gpp(NH)p. La
insensibilidad a Gpp(NH)p de las curvas de competicion bifasicas obtenidas indican
que las dos fases no reflejan estados del receptor de baja y alta afinidad dependientes
de proteinas G, y eliminan el modelo del complejo ternario (TC) (De Lean A. y cols.,
1980) y el modelo del complejo ternario extendido (ETC) (Lefkowitz y cols., 1993;
Samama y cols., 1993) como enfoques utiles para analizar los datos. Los modelos
alostéricos (Bosier y Hermans, 2007; Kenakin, 2007) también se consideraron
inapropiados debido a que se observd un desplazamiento completo de los
radioligandos de sus sitios especificos de unidn para todos los antagonistas testados.
Las curvas bifasicas podian ser explicadas como ya se describié anteriormente en
trabajos del grupo de investigacion, mediante una cooperatividad negativa entre los
protomeros del receptor 5-HT,4 homodimérico (Albizu y cols., 2006; Brea y cols.,
2009).

Estas conformaciones del receptor dependientes de ligando coinciden con las
descritas anteriormente en los receptores 5-HT,4 humanos (Brea y cols., 2009;
Lopez-Gimenez y cols., 2001) donde la forma de las curvas fue dependiente del
ligando competidor, como se acaba de comentar. En estos estudios hemos observado
diferencias inter-especie en la distribucién conformacional de los receptores 5-HT»4,
ya que los valores de afinidad (K;) de la ketanserina fueron diferentes en humano y
raton, y la forma de la curva de competicion obtenida con la clozapina (curva de
competicion bifasica en los receptores humanos y monofésica en sinaptosomas de
raton) también fue diferente. Asimismo, cabe destacar que los ensayos en humanos
se llevaron a cabo en cortes de cerebro o en lineas celulares, mientras que este
estudio se llevo a cabo en sinaptosomas. Esta diferencia en la preparacion de la
muestra no puede ser descartada ya que es conocida la influencia del entorno en la
distribucion conformacional que adoptan los receptores (Kenakin y Miller, 2010).

Estudios analogos realizados para el receptor D, de sinaptosomas mostraron

que todos los antipsicoticos evaluados (haloperidol, clozapina y risperidona)
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presentaban curvas de competicion monofasicas, compatibles con una unica
conformacioén del receptor.

Dada la heterogeneidad estructural de los compuestos estudiados, que podria
condicionar la aparicidon de curvas bifasicas, nos propusimos llevar a cabo estudios
analogos con compuestos con una alta homologia estructural que habian demostrado
ser activos en los receptores 5-HT,o y D, (Brea y cols., 2002) y que previamente
demostraron reconocer distintas conformaciones de los receptores 5-HT,4 humanos
(Brea y cols., 2003; Brea, 2004). Estas moléculas son butirofenonas
conformacionalmente restringidas con un nucleo p-Fluoro-benzisoxazol en su
estructura y con variaciones en el extremo carbonilico de la butirofenona (Figura 13).
Los compuestos (QF1004B, QF0108B y QF0703B) sintetizados por el grupo de los
Dres. Ravifia y Masaguer de la USC mostraron curvas de competicion monofasicas
en el receptor D,. En el caso del receptor 5-HT,» se observaron curvas de
competicidon monofasicas con los compuestos QF1004B y QF2004B mientras que el
compuesto QF0108B presentd una curva de competicion bifasica. Estos resultados
apuntan a que incluso pequefias variaciones estructurales en el heterociclo unido a la
ciclohexanona de la molécula permiten discriminar distintos estados
conformacionales del receptor en sinaptosomas ya que el compuesto QF0108B
presenta una benzociclohexanona, mientras que los compuestos QF1004B vy
QF2004B tienen heterociclos sustituidos como es el caso de una benzofuranona o de
una carbazolona. Estos resultados, al igual que sucede en el caso de la clozapina y la
ketanserina, también aportan datos de diferencias inter-especie: el compuesto
QF0108B al igual que en humano presentd una curva de competicion bifdsica en
sinaptosomas de ratén, sin embargo el compuesto QF2004B mostr6 una curva de
competicion monofasica en sinaptosomas de ratdbn mientras que en humano fue
bifasica.

Con el objetivo de estudiar el papel que la reelina ejerce en la distribucion
conformacional de los receptores 5-HT24 y D», hemos llevado a cabo los estudios
comparados en raton WT y HZ.

En los receptores 5-HT;4 de ratones WT y HZ se observo que el haloperidol
y la risperidona mostraron curvas de competicion bifasicas, mientras que la clozapina

mostrd curvas de competicion monofasicas para ambos genotipos. Se observaron

163



Discusion

diferencias significativas en la constante de afinidad de la risperidona en la primera
fase de la curva de competicion (K 4i,), siendo mas alta en los ratones HZ que en los
WT.

Por tanto, nuestros resultados muestran diferencias entre distintas cepas de
ratones, donde el haloperidol mostr6 curvas de competicién bifasicas en el raton
reeler (HZ y WT) y monofasicas en Swiss. Ademas los valores de K; para la
clozapina y risperidona obtenidos en el raton reeler fueron més altos que los
obtenidos en Swiss y también se observaron diferencias en el tipo de curvas de

competicion, predictivos de distintos estados conformacionales.

Los perfiles de competicion diferentes observados entre raton reeler WT y HZ
sugieren que la reelina esta participando no solo en la expresion de los receptores en
los botones sinapticos, como se observd en los estudios de saturacion, sino también
en las conformaciones que estos receptores son capaces de adoptar (Lopez-Gimenez
y cols., 2001). Esta modulacion podria ocurrir directamente sobre las conformaciones
de los receptores o ser inducida por los cambios en el entorno donde se expresan

estos receptores.

Los ensayos con los receptores D, de dopamina mostraron curvas de
competicién monofasicas con todos los compuestos evaluados en ambos genotipos,
sin embargo la risperidona mostr6 una afinidad mas elevada por los receptores D, de
los ratones HZ que por los de los WT, la cual es una nueva evidencia de la influencia

de los niveles de reelina sobre las caracteristicas de los GPCRs.

Las curvas de competicion monofasicas obtenidas para los receptores D;
podrian ser atribuibles a la ausencia de receptores homodiméricos en nuestro sistema,
ya que aunque hay varias evidencias que informan de homodimeros de receptores D,
(Guo y cols., 2003; Guo y cols., 2005) ninguna se describi6 en receptores de ratones,
a la ausencia de cooperatividad entre los protomeros de los receptores D,
homodiméricos con los ligandos utilizados en nuestro estudio o a que la modulacién
del ambiente ejercida por reelina sea mas intensa en las zonas corticales, donde la
reelina y los receptores 5-HT,4 se expresan a niveles mas elevados que en el estriado
donde la expresion de los receptores D, es elevada, pero la de reelina es mas baja

(Alcantara y cols., 1998; Ramos-Moreno y cols., 2006).
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Discusion

Nuestros resultados apoyan la idea de que la distribucion conformacional de
los receptores 5-HT,4 y D, dependen del ligando (Kenakin y Miller, 2010) y de los
niveles de reelina, mostrando diferencias inter-especies y también inter-cepas en
sinaptosomas. En este sentido los sinaptosomas de ratdon resultan un modelo
experimental de interés para la caracterizacion diferencial de los GPCRs expresados

en el cerebro.

En resumen, en la presente Tesis Doctoral hemos observado: 1) una alteracion
de los receptores D, y 5-HT»4 dependiente de los niveles de expresion de la reelina
en ratones, ii) cambios en las caracteristicas conformacionales de los receptores
5-HT;4 dependientes del ligando y de la expresion de la reelina y iii) una regulacion
farmacoldgica de estos receptores por el antipsicotico haloperidol variable en funcién
de los niveles de reelina. Nuestros datos sugieren una interconexion entre la
disfuncién dopaminérgica (D,), serotoninérgica (5-HT4) y “reelinérgica” en el raton
heterocigoto reeler in vitro que concuerda con la descrita en la esquizofrenia, y que
sefala al raton heterocigoto reeler como un modelo animal in vitro para el estudio de

la farmacologia de la esquizofrenia.
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1. Los ratones heterocigoto reeler (HZ) presentan un incremento en la densidad
(Bmax) de los receptores D, de dopamina en el estriado (p<0.05) y una
disminucién de los receptores 5-HT,s de serotonina en la corteza frontal
(p<0.05) con respecto a los wild type (WT).

2. La funcionalidad medida mediante ensayos de [*°S]GTPyS de los receptores
D, de dopamina estd aumentada en el estriado (p<<0.001) y disminuida en los
receptores 5-HT,s en la corteza frontal (p<<0.001) de los ratones HZ con
respecto a los WT, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas en la funcionalidad de estos receptores entre raton Swiss y WT.

3. El tratamiento con el antipsicotico haloperidol durante 15 dias produjo un
incremento significativo en la densidad (Bmax) de los receptores D, en el
estriado de los ratones WT (p<0.05) sin modificar la densidad de estos
receptores en los ratones HZ. Dicho tratamiento no modific6 de forma
significativa la afinidad (Kp) de *H-espiperona por los receptores D; ni en los
ratones WT ni en los HZ.

4. El tratamiento con haloperidol durante 15 dias disminuy¢ la densidad (Byax)
de los receptores 5-HT,4 (p<0.05) y aumento la afinidad (Kp) (p<0.05) de
*H-LSD por estos receptores en la corteza frontal de los ratones WT. Dicho
tratamiento aumento la densidad (Bnax) de los receptores 5-HT,4 (p<0.01) y
disminuy6 la afinidad (Kp) (p<0.05) de *H-LSD por estos receptores en la
corteza frontal de los ratones HZ.

5. Se ha puesto a punto la metodologia (ensayos de saturacion y competicion)
para la caracterizacion de los receptores D, y 5-HT,a en sinaptosomas de
raton Swiss y raton reeler (HZ y WT).

6. Existe una disminucion de la densidad (Bp.x) del receptor D, en sinaptosomas
de raton HZ con respecto a WT (p<0.001) y en sinaptosomas de raton RL con
respecto a HZ (p<0.05) y a WT (p<0.001) sin observarse diferencias en la
afinidad (Kp) de *H-espiperona por el receptor D en sinaptosomas de raton

de los tres genotipos.
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7.

10.

Existe un aumento significativo en la afinidad (disminucion de la Kp) de *H-
ketanserina por el receptor 5-HT,s en ratones HZ con respecto a WT
(p<0.05) sin observarse diferencias significativas en la densidad (Bma.x) de
estos receptores marcados con *H-ketanserina entre ambos genotipos.

Existe una disminuciéon en la densidad (Bpa.x) de los receptores 5-HT;a
marcados con “H-LSD en sinaptosomas de raton HZ con respecto a WT
(p<0.01) y en sinaptosomas de raton RL con respecto a HZ (p<0.01) y WT
(p<0.001) sin observarse diferencias en la afinidad (Kp) de *H-LSD por estos
receptores en sinaptosomas de los tres genotipos.

Los farmacos haloperidol y clozapina y las herramientas farmacolodgicas
QF1004B y QF2004B presentaron un perfil de competicion monofésico
mientras que la ketanserina y el compuesto QF0108B fueron capaces de
discriminar entre dos conformaciones del receptor 5-HT,4 marcado por H-
LSD en sinaptosomas de raton Swiss lo que sugiere dos estados
conformacionales compatibles con la presencia de homodimeros. Todos los
compuestos estudiados presentaron un perfil de competicion monofasico en el
receptor D, marcado por *H-espiperona en sinaptosomas de ratén Swiss lo
que sugiere un Unico estado conformacional compatible con receptores
monomericos.

La clozapina presentd un perfil de competicion monofésico mientras que el
haloperidol y la risperidona presentaron perfiles de competicion bifasicos
insensibles a Gpp(NH)p en el receptor 5-HT,, marcado por *H-LSD en
sinaptosomas de raton HZ y WT lo que sugiere dos estados conformacionales
compatibles con la presencia de homodimeros. La risperidona presentd una
constante de afinidad en la primera fase de la curva (K ) mayor por el
receptor 5-HT,4 de sinaptosomas de raton HZ que de raton WT (p<0.05).
Todos los compuestos estudiados presentaron perfiles de competicion
monofasicos en el receptor D, marcado por *H-espiperona en sinaptosomas
de raton HZ y WT lo que sugiere un tnico estado conformacional compatible
con receptores monoméricos. La risperidona mostréo una afinidad mayor

(menor Kj) por los receptores D, de sinaptosomas de raton HZ que de ratoén

WT (p<0.01).
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La esquizofrenia es una enfermedad mental grave caracterizada por una gran
variedad de signos y sintomas y asociada con niveles elevados de carga y
coste social, ademéds del sufrimiento de los individuos y sus familias. La
heterogeneidad fenotipica, fisiopatoldgica y etiologica de la esquizofrenia,
junto con la presencia de sintomas caracteristicos de la condicién humana,
han dificultado la obtencién de un modelo animal que reproduzca todos los
aspectos de la enfermedad lo que ha limitado el conocimiento de los
mecanismos que operan en su desarrollo.

Sin embargo, se han desarrollado distintos modelos animales para probar
hipétesis o mecanismos fisiopatologicos especificos, entre los que se
encuentra el raton heterocigoto reeler. Este raton presenta una mutacién en el
gen que codifica para la proteina reelina que origina una disminucion de la
expresion de esta proteina similar a la descrita en varias estructuras
cerebrales de pacientes esquizofrénicos, lo que lo convierte en un modelo
animal interesante para evaluar las consecuencias de la disminucién de esta
proteina en la psicosis.

En la presente Tesis Doctoral hemos realizado la caracterizacién en este
posible modelo animal de esquizofrenia de los receptores Dz y 5-HTaa,
implicados en la farmacologia de la esquizofrenia. Esta caracterizacién nos
ha permitido establecer una relacion entre las alteraciones en la expresion de
la reelina en ratones y los sistemas dopaminérgico y serotonérgico que sefiala
a estos ratones como un modelo animal in vitro para el estudio de la

farmacologia de la esquizofrenia.
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