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Abreviaciones 

1A-siRNA: siRNA contra el receptor 5-HT1A 

3’UTR: 3’ untranslated region (región 3’ no traducida) 

5-HT: 5-hydroxy tryptamine (5-hidroxi triptamina - serotonina) 

5-HT1A: 5-HT 1A receptor (receptor de serotonina 1A) 

5-HT1B: 5-HT 1B receptor (receptor de serotonina 1B) 

5-HTTLPR: serotonin-transporter-linked polymorphic region (región polimórfica asociada al 
transportador de serotonina) 

8-OH-DPAT: 7-(Dipropylamino)-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-1-ol (7-(dipropilamino)-5,6,7,8- 
tetrahidronaftalen-1-ol) 

AChE: acetylcholinesterase (acetilcolinesterasa) 

aCSF: artificial cerebrospinal fluid (líquido cefalorraquídeo artificial) 

ACTH: adrenocorticotropic hormone (hormona adrenocorticotropa) 

AMG: amygdala (amígdala) 

AP: anteroposterior 

BDNF: brain-derived neurotrophic factor (factor neurotrófico derivado del cerebro) 

BrdU: bromodeoxyuridine (bromodesoxiuridina) 

C-1A-siRNA: siRNA contra el receptor 5-HT1A conjugado con sertralina 

C-SERT-siRNA: siRNA contra el SERT conjugado con sertralina 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate (adenosina monofosfato cíclico) 

CNS: central nervous system (sistema nervioso central) 

CREB: cAMP response element-binding protein (proteína de unión a elemento de respuesta al cAMP) 

CRH: corticotropin-releasing hormone (hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa) 

D3V: dorsal third ventricle (tercer ventrículo dorsal) 

DA: dopamine (dopamina) 

DAB: 3,3’-diaminobenzidine (3,3’-diaminobencidina) 

DAG: diacylglycerol (diacilglicerol) 

DBH: dopamine beta-hydroxylase (dopamina beta-hidroxilasa) 

DBS: deep brain stimulation (estimulación cerebral profunda) 

DG: dentate gyrus (giro dentado) 

DLB: dark-light box (caja luz-oscuridad) 

DR: dorsal raphe nucleus (núcleo del rafe dorsal) 

dsRNA: double-stranded RNA (RNA de doble hebra) 

DV: dorsoventral 

ECT: electroconvulsive therapy (terapia electroconvulsiva) 

EPM: elevated plus maze (laberinto en cruz elevado) 



 

FST: forced swim test (test de natación forzada) 

GIRK: G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel (canales de potasio rectificadores 
internos acoplados a proteína G) 

HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal axis (eje hipotalámico-hipofisario-adrenal) 

HPC: hippocampus (hipocampo) 

HPLC: high-performance liquid chromatography (cromatografía líquida de alta resolución) 

Hyp: hypothalamus (hipotálamo) 

i.p.: intraperitoneal 

IF: immunofluorescence (inmunofluorescencia) 

IFNγ: interferon gamma (interferón gamma) 

IHC: immunohistochemistry (inmunohistoquímica) 

IP3: inositol trisphosphate (inositol trifosfato) 

ISH: in situ hybridization (hibridación in situ) 

K2P: two-pore domain potassium channel (canal de potasio con dos dominios de poro) 

KCa: calcium-activated potassium channel (canal de potasio activado por calcio) 

Kir: inwardly rectifying potassium channel (canal de potasio rectificador interno) 

Kv: voltage-gated potassium channel (canal de potasio activado por voltaje) 

LC: locus coeruleus (locus cerúleo) 

MAO: monoamine oxidase (monoamino oxidasa) 

MAOI: monoamine oxidase inhibitor (inhibidor de la monoamino oxidasa) 

MBT: marble burying test (test de enterramiento de cánicas) 

mGlu7: metabotropic glutamate receptor 7 (receptor metabotrópico de glutamato 7) 

mGlu2/3: metabotropic glutamate receptor 2/3 (receptor metabotrópico de glutamato 2/3) 

miRNA: micro RNA (micro RNA) 

ML: mediolateral 

MR: median raphe nucleus (núcleo del rafe medial) 

mRNA: messenger RNA (RNA mensajero) 

mPFC: medial prefrontal cortex (corteza prefrontal medial) 

NAc: nucleus accumbens (núcleo accumbens) 

ncRNA: non-coding RNA (RNA pequeño no codificante) 

NE: norepinephrine (noradrenalina) 

NERI: norepinephrine reuptake inhibitor (inhibidor selectivo de la recaptación de noradrenalina) 

NET: norepinephrine transporter (transportador de noradrenalina) 

NMDA: N-methyl-D-aspartate (N-metilo-D-aspartato) 

NSFT: novelty suppressed feeding test (test de supresión de la ingesta por novedad) 

OF: open field (campo abierto) 

PBS: phosphate-buffered saline (tampón fosfato salino) 

PDE4: phosphodiesterase 4 (fosfodiesterasa 4) 

PFA: paraformaldehyde (paraformaldehido) 



 

PFC: prefrontal cortex (corteza prefrontal) 

PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) 

PKA: protein kinase A (proteína quinasa A) 

PKC: protein kinase C (proteína quinasa C) 

PKR: protein kinase R (proteína quinasa R) 

PLC: fosfolipase C (fosfolipasa C) 

pre-miRNA: precursor-miRNA (precursor de miRNA) 

pri-miRNA: primary miRNA (miRNA primario) 

PSD95: postsynaptic density protein 95 (proteína de densidad postsináptica 95) 

PVN: paraventricular nucleus (núcleo paraventricular) 

Reb-TASK3-siRNA: siRNA contra TASK3 conjugado con reboxetina 

RISC: RNA-induced silencing complex (complejo silenciador inducido por RNA) 

RNAi: RNA interference (RNA interferente) 

ROD: relative optical density (densidad óptica relativa) 

Ser-TASK3-siRNA: siRNA contra TASK3 conjugado con sertralina 

SERT: serotonin transporter (transportador de serotonina) 

SERT-siRNA: siRNA contra el SERT 

shRNA: short hairpin RNA (RNA corto en horquilla) 

siRNA: small interfering RNA (RNA pequeño de interferencia) 

SNP: single-nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleótido único) 

SNRI: serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor (inhibidor dual de la recaptación de serotonina y 
noradrenalina) 

SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor (inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina) 

ssRNA: single-stranded RNA (RNA de cadena simple) 

TALK: TWIK-related alkaline-activated K
+
 channel (canal de potasio activado por alcalinidad semejante 

a TWIK) 

TASK: TWIK-related acid-sensing K
+
 channel (canal de potasio sensor de ácido semejante a TWIK) 

TASK3-siRNA: siRNA contra el TASK3 

TCA: tricyclic antidepressant (antidepresivo tricíclico) 

TH: tyrosine hydroxylase (tirosina hidroxilasa) 

THIK: TWIK-related halothane-inhibited K
+
 channel (canal de potasio inhibido por halotano semejante a 

TWIK) 

TLR: toll-like receptor (receptor similar a toll) 

TNFα: tumor necrosis factor alpha (factor de necrosis tumoral alfa) 

TPH: tryptophan hydroxylase (triptófano hidroxilasa) 

TREK: TWIK-related K
+
 channel (canal de potasio semejante a TWIK) 

TRESK: TWIK-related spinal cord K
+
 channel (canal de potasio de médula espinal semejante a TWIK) 

TrkB: tropomyosin receptor kinase B (receptor tropomiosina quinasa B) 

TST: tail suspension test (test de suspensión de la cola) 



 

TWIK: tandem pore domain weak inwardly rectifying K
+
 channel (canal de potasio rectificador interno 

débil con dominio de poro en tándem) 

UCMS: unpredictable chronic mild stress (estrés leve crónico impredecible) 

VMAT2: vesicular monoamine transporter 2 (transportador vesicular de monoaminas 2) 

β-Gal-128: siRNA contra la β-galactosidasa 
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1.1. Depresión 

La depresión mayor es una enfermedad devastadora con una prevalencia a lo largo 

de la vida que puede llegar hasta el 10% y 20% para hombres y mujeres, 

respectivamente (Berton and Nestler, 2006). Según la Organización Mundial de la 

Salud afecta directamente a 350 millones de personas en todo el mundo y su 

incidencia va en aumento (Smith, 2014).  Asimismo, un estudio global indica un 

aumento del 37% de la incapacidad debida a depresión entre 1990 y 2010, siendo la 

11ª causa de incapacidad a nivel mundial (Murray et al., 2012). No solo afecta al 

propio paciente, sino también a los familiares y personas más cercanas. La depresión 

es la patología psiquiátrica con mayor repercusión socioeconómica. En su último 

estudio publicado sobre el impacto de las enfermedades del cerebro, el European 

Brain Council estima que éstas cuestan a los europeos un total de 797.000 millones 

de €, de los que 113.000 millones corresponden a los trastornos depresivos 

(Gustavsson et al., 2011; Smith, 2011). Los elevados costos derivados de la depresión 

se deben a su alta incidencia, duración de los episodios depresivos, aparición en 

etapas productivas de la vida y a la baja eficacia de los fármacos antidepresivos 

(Wittchen et al., 2010).  

La sintomatología clínica central se caracteriza por un bajo estado de ánimo, 

anhedonia y fatiga. Otros síntomas que suelen presentar los pacientes con depresión 

son alteraciones del sueño, alteraciones motoras, pesimismo, sentimiento de culpa, 

baja autoestima, dificultad para concentrarse y pensamientos recurrentes de muerte. 

Según la cuarta edición del manual diagnóstico y estadístico de los trastornos 

mentales (DSM-IV), el diagnóstico requiere la presencia de 5 de los síntomas 

mencionados durante 2 semanas, siendo al menos uno de ellos el bajo estado 

anímico o anhedonia (Wong and Licinio, 2004). En base a la sintomatología se definen 

varios subtipos de depresión: depresión melancólica, depresión reactiva, depresión 

psicótica, depresión atípica y distimia (Akiskal, 2000; Blazer, 2000; Nestler et al., 

2002).  
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A pesar de la elevada 

prevalencia de la depresión, el 

conocimiento fisiopatológico así 

como las bases moleculares que 

subyacen a la patología 

continúan siendo en la 

actualidad poco conocidas 

(Krishnan and Nestler, 2008; 

Duman, 2014). No obstante, se 

han identificado diversos 

factores ambientales que 

aumentan la susceptibilidad de 

padecer depresión, incluyendo 

los traumas emocionales y el 

estrés, el funcionamiento inapropiado del sistema inmunitario innato, fluctuaciones 

en los niveles de estrógenos y progesterona y alteraciones de los sistemas 

gastrointestinal y cardiovascular (ver figura 1) (Kessler, 1997; Duman et al., 2016). 

Los estudios familiares y de gemelos han acumulado considerables evidencias de que 

mecanismos genéticos complejos están involucrados en la vulnerabilidad de los 

trastornos depresivos (Kendler, 1998; Malhi et al., 2000). El parentesco de primer 

grado con un individuo con depresión incrementa alrededor de tres veces el riesgo de 

desarrollar la enfermedad. En general, estudios de gemelos adultos depresivos 

sugieren que los genes y los factores ambientales específicos son fundamentales y 

que los factores ambientales compartidos, aunque relevantes en ciertos subtipos de 

depresión de menor gravedad, son posiblemente de menor importancia (Lyons et al., 

1998; McGuffin et al., 1996; Kendler, 1999; Silberg et al., 1999). La heredabilidad de 

la depresión parece ser notable, con estimaciones de entre el 40% y el 70% (McGuffin 

et al., 2003; Lesch, 2004). De este modo, la carga genética contribuye a desencadenar 

adaptaciones moleculares y celulares que generaran vulnerabilidad o resiliencia 

frente a las perturbaciones ambientales (Russo et al., 2012; Schratt, 2014). 

Figura 1. Factores de susceptibilidad que predisponen a la depresión. La 

heterogeneidad de la depresión resulta de uno o más determinantes 

patológicos (estrés, sistema inmunitario innato, fluctuaciones de los 

esteroides ováricos, el sistema gastrointestinal, el tejido adiposo, el 

sistema cardiovascular y polimorfismos génicos) que contribuyen en 

menor o mayor medida a incrementar la incidencia de la depresión así 

como las enfermedades asociadas o comorbidas.  Adaptada de Duman 

et al., 2016. 
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Se han identificado polimorfismos que incrementan el riesgo de padecer depresión 

en genes responsables del control de la fracción activa de serotonina (5-HT; 5-

hydroxy tryptamine). Por ejemplo, en el gen del transportador de serotonina (SERT; 

serotonin transporter) se ha identificado la región polimórfica asociada al 

transportador de serotonina (5-HTTLPR; serotonin-transporter-linked polymorphic 

region), que consiste en una inserción de 44 pares de bases (L) o su eliminación (S) 

(Caspi et al., 2003). Los alelos L y S del 5-HTTLPR tienen distintas eficiencias 

transcripcionales, produciendo el alelo L mayores niveles de proteína SERT que el S. 

Estudios de asociación han mostrado que la expresión y función reducidas del SERT, 

resultado del alelo S, están asociadas con ansiedad y depresión (Lesch et al., 1996; 

Karg et al., 2011; Haenisch et al., 2013). Además, se ha observado interacción del 5-

HTTLPR con los tratamientos antidepresivos, vinculándose el alelo S con resistencias 

(Murphy et al., 2004; Serreti et al., 2007; Outhred et al., 2014) y el L con mejores 

respuestas (Yu et al., 2002; Serretti et al., 2007; Porcelli et al., 2012).  

Otro polimorfismo de especial interés en esta Tesis es el polimorfismo de nucleótido 

único (SNP; single-nucleotide polymorphism) G(-1019)C del gen que codifica para el 

receptor de serotonina 1A (5-HT1A; 5-HT 1A receptor). La presencia del alelo G en 

lugar del C, produce la disrupción del sitio de unión del factor de transcripción NUDR 

de represión de la expresión del receptor 5-HT1A (Lemonde et al., 2003; Le François et 

al., 2008; Fakra et al., 2009).  Aunque observaciones iniciales han sugerido que este 

polimorfismo puede controlar la expresión y función del autoreceptor 5-HT1A sin 

afectar los niveles de los receptores postsinápticos 5-HT1A (Lemonde et al., 2003), 

estudios de neuroimagen mostraron que ambos receptores están afectados (Parsey 

et al., 2006). En cualquier caso, la presencia del alelo G se relaciona con un 

incremento de la frecuencia de sintomatología depresiva y menor respuesta a los 

tratamientos antidepresivos (Lemonde et al., 2003, 2004; Serreti et al 2004).   

Otros polimorfismos que se han asociado con mayor incidencia de depresión son el 

haplotipo GAACC del SNP rs3770018 del gen de la fosfodiesterasa 11A (Wong et al., 

2006), al menos 6 SNPs en el gen del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF; 

brain-derived neurotrophic factor) (Lang et al., 2005; Schumacher et al., 2005; Chen 
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et al., 2006; Frodl et al., 2007; Ribeiro et al., 2007; Licinio et al., 2009; Verhagen et al., 

2010), el SNP A(218)C en el gen de la triptófano hidroxilasa (TPH; tryptophan 

hydroxylase) (Tsai et al., 1999) o el SNP G(861)C del gen del receptor de serotonina 

1B (5-HT1B; 5-HT 1B receptor) (Huang et al., 2003). 

Por tanto, la depresión está asociada con: i) patologías relacionadas con estrés y 

sistema inmunitario, ii) polimorfismos en circuitos cerebrales que regulan la emoción 

y cognición y, iii) con alteraciones estructurales y de la plasticidad sináptica (Nestler 

et al., 2002, 2014; Russo and Nestler, 2013; Ota and Duman, 2013). La literatura 

referida a los estudios de imagen cerebral y asociación con depresión es extensa y ha 

sido revisada en detalle (Savitz and Drevets, 2009). Brevemente, los estudios de 

neuroimagen en pacientes con depresión revelaron reducciones regionales en el 

volumen de numerosas áreas del sistema nervioso central (CNS; central nervous 

system) así como reducciones de la señal BOLD (blood oxigen level-dependent) 

durante la ejecución de una tarea específica. Entre las áreas cerebrales se incluyen la 

corteza prefrontal medial (mPFC; medial prefrontal cortex), hipotálamo (Hyp; 

hypothalamus), hipocampo (HPC; hippocampus), estriado, núcleo accumbens (NAc; 

nucleus accumbens), amígdala (AMG; amygdala) y tálamo, áreas implicadas en el 

comportamiento emocional y cognitivo (Drevets, 2001; Liotti and Mayberg, 2001; 

Sacher et al., 2012). Además, en estudios utilizando cerebros de seres humanos post-

mortem se han descrito: 1) alteraciones de la expresión de genes implicados en la 

función sináptica y la neuroplasticidad como BDNF y la proteína de unión a elemento 

de respuesta al cAMP (CREB; cAMP response element-binding protein), 2) reducción 

de la densidad sináptica, 3) reducción de la densidad glial y 4) disminución de la 

arborización dendrítica principalmente en las mismas áreas cerebrales mencionadas 

(Duman et al., 2000, 2016; Manji et al., 2001; Krishnan and Nestler, 2008). Todas 

estas áreas cerebrales están, en mayor o menor grado, altamente interconectadas, 

recibiendo todas ellas inervación de los sistemas monoaminérgicos (sitio principal de 

acción los fármacos antidepresivos) formando en conjunto una compleja circuitería 

involucrada en la fisiopatología y tratamiento de la depresión (Nestler et al., 2002). 
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Desde mediados del siglo pasado se han postulado diferentes hipótesis acerca de la 

depresión. Estas incluyen: 1) monoaminérgica, 2) neuroendocrina, 3) neurotrófica y 

4) glutamatérgica. Cada una de ellas contempla ciertos aspectos de la fisiopatología 

de la depresión.  Éstas no son excluyentes, por el contrario están relacionadas entre 

sí y ayudan a entender la vasta complejidad de esta enfermedad. 

1.1.1. Hipótesis Monoaminérgica 

Los dos primeros fármacos antidepresivos de la historia fueron la iproniazida (de la 

familia de los inhibidores de la monoamino oxidasa, MAOI; monoamine oxidase 

inhibitor) y la imipramina (perteneciente a los antidepresivos tricíclicos, TCA; tricyclic 

antidepressant), y ambos actúan como moduladores de los sistemas 

monoaminérgicos. Conjuntamente con el descubrimiento de la acción depresógena 

de la reserpina (Brodie et al., 1957), contribuyeron a postular la hipótesis 

catecolaminérgica de la depresión (Schildkraut, 1965), en la que se describe el déficit 

de dopamina (DA; dopamine) y noradrenalina (NE; norepinephrine) como causa 

subyacente de la depresión. Posteriormente en 1967, Coppen postuló un enfoque 

mucho más serotoninérgico (Coppen, 1967), basándose en que la administración del 

aminoácido triptófano (precursor de la síntesis de 5-HT) potenciaba los efectos 

terapéuticos de los MAOI (Coppen et al., 1963). La hipótesis serotoninérgica se ve 

reforzada con la aparición de los inhibidores selectivos de la recaptación de 

serotonina (SSRI; selective serotonin reuptake inhibitor) en los años 70. Finalmente en 

1977, la hipótesis monoaminérgica de la depresión postula una hipofunción 

generalizada de los sistemas monoaminérgicos (5-HT, NE y DA) como base etiológica 

de la depresión (de Montigny, 1977). 

1.1.2. Hipótesis Neuroendocrina 

Uno de los principales factores que aumenta la vulnerabilidad a la depresión es la 

exposición crónica a situaciones de estrés o la incapacidad de afrontarlo 

adecuadamente (Kessler, 1997). El estrés es un mecanismo necesario para la 

supervivencia del individuo e implica la activación del sistema nervioso autónomo y 

del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HPA; hypothalamic-pituitary-adrenal axis). 
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Durante el estrés se libera la hormona 

liberadora de hormona adrenocorticotropa 

(CRH; corticotropin-releasing hormone) desde 

el núcleo paraventricular (PVN; paraventricular 

nucleus) del Hyp, que a su vez estimula la 

producción y regula la liberación de hormona 

adrenocorticotropa (ACTH; adrenocorticotropic 

hormone) por parte de la glándula pituitaria 

(hipófisis) (Antoni, 1986). Finalmente, la ACTH 

estimula la síntesis de cortisol (glucocorticoide 

en seres humanos equivalente a la 

corticosterona en roedores) en la corteza 

adrenal. La actividad del eje HPA está 

controlada por la inhibición que el propio 

cortisol ejerce sobre la liberación de CRH (ver 

figura 2) (Herman and Cullinan, 1997). El cortisol interviene en diversos procesos 

fisiológicos como la modulación del metabolismo incrementando la disponibilidad de 

carbohidratos en sangre (activa las vías de gluconeogénesis y de glucogenólisis 

hepática) y la supresión de la acción del sistema inmunológico (acción 

antiinflamatoria) (Kino and Chrousos, 2005). Además, el cortisol también estimula la 

función hipocampal general facilitando las funciones cognitivas y el aprendizaje. No 

obstante, un incremento sostenido de cortisol puede producir atrofia hipocampal 

(Sapolsky, 2000).  

Alrededor del 40% - 60% de los pacientes con depresión no medicados presentan 

niveles elevados de cortisol y CRH en sangre (sobreactivación del eje HPA) (Gold and 

Chrousos, 1985; Murphy, 1991), variables que se normalizan después del tratamiento 

antidepresivo (Sachar and Baron, 1979; Arborelius et al., 1999; Holsboer, 2001; 

Parker et al., 2003; de Kloet et al., 2005; Vreeburg et al., 2009). El aumento sostenido 

de glucocorticoides en sangre se ha vinculado con la disminución de la proliferación 

celular (Gould et al., 1998), neurogénesis (Fuchs and Gould, 2000; Yu et al., 2010) y 

plasticidad sináptica (McEwen, 1999) en el HPC, conduciendo a una disminución del 

Figura 2. Regulación del eje HPA. El PVN integra 

las entradas excitatorias procedentes de la AMG 

e inhibitorias del HPC sobre las neuronas 

productoras de CRH. Otros inputs importantes 

que no se muestran en la figura son los 

procedentes de los sistemas monoaminérgicos. 

Obtenido de Nestler et al., 2002.  
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volumen hipocampal y las alteraciones cognitivas asociadas a la depresión (Sheline et 

al., 2003). Es más, la atrofia hipocampal conlleva una reducción del control inhibitorio 

que esta área ejerce sobre el eje HPA, retroalimentando positivamente los niveles de 

cortisol en sangre (ver figura 2) (Nestler et al., 2002). 

1.1.3. Hipótesis Neurotrófica 

Esta hipótesis propone que la alteración de los mecanismos de neuroplasticidad 

subyace la fisiopatología de la depresión. La misma plantea que la vulnerabilidad al 

estrés y la acción terapéutica de los antidepresivos ocurren a través de mecanismos 

intracelulares que disminuyen o incrementan la expresión de factores tróficos, 

respectivamente (Duman et al., 1997; Jacobs et al., 2000; Duman, 2004). 

Estudios preclínicos en roedores 

han demostrado que la 

exposición crónica al estrés 

disminuye la expresión de BDNF 

y del receptor tropomiosina 

quinasa B (TrkB; tropomyosin 

receptor kinase B) en áreas 

cerebrales relacionadas con la 

depresión tales como la corteza 

prefrontal (PFC; prefrontal 

cortex) y el HPC (Smith et al., 

1995; Nibuya et al., 1995, 1999; 

Duman, 2004; Holtmaat and 

Svoboda, 2009). Esto podría 

deberse a que el estrés 

incrementa los niveles de 

glucocorticoides y de 

interleukina 1β, quienes 

regularían negativamente la 

Figura 3. El estrés crónico causa atrofia neuronal y disminución del número 

de espinas sinápticas. (a) Efecto de la inmovilidad crónica repetida durante 

7 días en la mPFC de ratón. El panel de la izquierda muestra reducción en 

longitud de las dendritas apicales (stress) y el panel de la derecha la 

disminución del número de espinas sinápticas (stress) en comparación con 

los controles. (b) En condiciones normales la neurotransmisión 

glutamatérgica activa vías de señalización intracelular (BDNF y mTORC1) 

esenciales para la maduración e incremento del número de sinapsis. El 

estrés crónico disminuye esta señalización inhibiéndose la síntesis de 

proteínas sinápticas, contribuyendo a la pérdida de espinas. Adaptado de 

Duman et al., 2016. 
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expresión de BDNF (Smith et al., 1995; Duman, 2004). En condiciones normales la 

neurotransmisión glutamatérgica es imprescindible para la formación y 

mantenimiento de las conexiones sinápticas, que a través de la señalización por BDNF 

activa mTORC1, quien a modo de sensor integra toda la actividad eléctrica 

promoviendo la síntesis de proteínas sinápticas como GluA1 y la proteína de 

densidad postsináptica 95 (PSD95; postsynaptic density protein 95). La función y el 

número de espinas sinápticas se ven reducidas durante situaciones de estrés y en la 

depresión (ver figura 3) (Pittenger and Duman, 2008; Duman and Aghajanian, 2012; 

Duman et al., 2016). No obstante, la acción del BDNF podría ser diferente e incluso 

opuesta en otras áreas cerebrales. El mejor ejemplo es el circuito dopaminérgico 

mesolímbico comprendido por el área tegmental ventral y el NAc, en el cual el estrés 

crónico incrementa la expresión de BDNF. Mientras que la infusión local de BDNF en 

este circuito tiene un efecto depresógeno, el bloqueo de la función del BDNF tiene 

efecto antidepresivo (Berton et al., 2006). 

Además, se ha reportado que la neurogénesis hipocampal, definida como la 

progresión de células progenitores a neuronas granulares integradas en el giro 

dentado (DG; dentate gyrus), es clave en la fisiopatología de la depresión así como en 

los tratamientos antidepresivos (Zhao et al., 2008). Mientras que el ejercicio físico o 

el aprendizaje pueden estimular la generación de nuevas neuronas en el HPC adulto, 

el estrés agudo y crónico actuarían en sentido contrario (van Praag et al., 2000; 

Warner-Schmidt and Duman, 2006). En roedores, la exposición a diferentes tipos de 

estrés provoca la reducción de la expresión de BDNF impactando negativamente 

sobre la proliferación celular y neurogénesis (Gould et al., 1997; McEwen, 1999; 

Duman et al., 2001; Malberg and Duman, 2003; Dranovsky and Hen, 2006; Warner-

Schmidt and Duman, 2006). Este efecto puede ser revertido por tratamientos 

antidepresivos incluyendo los SSRI, los inhibidores duales de la recaptación de 

serotonina y noradrenalina (SNRI; serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor), los 

antagonistas no competitivos del receptor N-metilo-D-aspartato (NMDA; N-methyl-D-

aspartate) como la ketamina, la estimulación cerebral profunda (DBS; deep brain 

stimulation), y la terapia electroconvulsiva (ECT; electroconvulsive therapy), entre 

otros. Estos tratamientos incrementan no solo el número de células progenitores en 
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el DG sino también el número 

de nuevas neuronas 

potenciando además la 

arborización dendrítica de las 

mismas (ver figura 4) (Madsen 

et al., 2000; Malberg and 

Duman, 2003; Toda et al., 2008; 

David et al., 2009; Inta et al., 

2013). De modo que, una de las 

características fundamentales 

de un tratamiento antidepresivo 

crónico es que sea capaz de 

promover la neurogénesis y la 

supervivencia de las nuevas 

neuronas así como generar 

contactos sinápticos funcionales 

en áreas cerebrales que incluyen 

el HPC y PFC. Esto, en parte se logra a través de la señalización mediada por BDNF y 

activación del receptor TrkB (Santarelli et al., 2003; Li et al., 2008). 

Estudios post-mortem en pacientes con depresión víctimas de suicidio han mostrado 

una reducción de la expresión de BDNF y TrkB en la PFC e HPC (Dwivedi et al., 2003; 

Karege et al., 2005; Pandey et al., 2008). Contrariamente, pacientes que reciben 

tratamiento antidepresivo no presentan niveles disminuidos de BDNF en la PFC o HPC 

en comparación a los controles en el momento de morir (Chen et al., 2001, Karege et 

al., 2005). Además, los niveles plasmáticos de BDNF en pacientes con depresión y que 

no reciben tratamiento son inferiores comparados con sujetos controles y pacientes 

medicados (Shimizu et al., 2003; Lee et al., 2007; Lee et al., 2008). Estudios de 

neuroimagen han establecido una correlación entre la reducción del volumen 

hipocampal con la frecuencia de los episodios depresivos y el tiempo que la 

depresión permanece sin tratar (Drevets, 2001; Videbech and Ravnkilde, 2004). 

Aunque en parte esto podría ser consecuencia de la reducción del volumen glial 

Figura 4. El tratamiento antidepresivo estimula la neurogénesis y la 

maduración dendrítica. Anatomía y estadios funcionales durante la 

diferenciación y maduración neuronal, incluyendo la glía radial (verde), 

progenitores neuronales (verde claro), neuronas granulares inmaduras 

(naranja) y neuronas maduras (azul), en ratones wild-type no 

estresados no tratados (a) o tratados (b), como también en ratones 

wild-type estresados no tratados (c) o tratados (d). Notar el efecto de la 

administración de corticosterona (modelo estrés crónico) en la 

proliferación de los progenitores y el efecto del tratamiento 

antidepresivo en el número y arborización de las neuronas granulares 

inmaduras y maduras. Adaptado de David et al., 2010. 
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(Czéh and Lucassen, 2007), estudios histológicos han mostrado que pacientes con 

depresión que reciben tratamiento antidepresivo tienen mayor número de 

progenitores neuronales (células positivas por nestina y Ki-67) que los individuos no 

tratados o los sujetos controles (Boldrini et al., 2009, 2012). 

1.1.4. Hipótesis Glutamatérgica 

Durante los últimos años se han ido acumulando evidencias del sistema 

glutamatérgico como diana de la fisiopatología del estrés, depresión y tratamiento 

antidepresivo (Paul and Skolnick, 2003; Sanacora et al., 2003; Duman et al., 2016). 

Hace ya más de 20 años se observó que el uso crónico de antagonistas del receptor 

glutamatérgico NMDA en roedores tiene efectos antidepresivos (Trullas and Skolnick, 

1990; Skolnick et al., 1996). Además, se ha descrito una reducción de la densidad glial 

en áreas cerebrales tales como la PFC o AMG en pacientes con depresión (Ongür el 

al., 1998; Cotter et al., 2002; Hamidi et al., 2004), hecho que altera la homeostasia de 

la neurotransmisión glutamatérgica. Aunque se requiere la activación de los 

receptores NMDA para facilitar la plasticidad sináptica, el exceso de glutamato 

extracelular produciría efectos neurotóxicos, activando entre otros al receptor 

metabotrópico de glutamato 2/3 (mGluR2/3; metabotropic glutamate receptor 2/3) 

que inhibe la propia neurona presináptica y activando también los receptores NMDA 

extrasinápticos que favorecen la reducción de la arborización (Kugaya and Sanacora, 

2005). La atrofia de las neuronas y la pérdida de sinapsis glutamatérgicas 

contribuirían a la sintomatología de la depresión (Duman et al., 2016).  

Más evidencias de la relación entre depresión con sistema glutamatérgico y PFC se 

han obtenido con el uso de antidepresivos de acción rápida en seres humanos. Por 

ejemplo, se han observado respuestas antidepresivas muy rápidas con la DBS en el 

área de Broodmann 25 de la PFC (Mayberg et al., 2005; Puigdemont et al., 2012), 

área con alta conectividad con muchas áreas subcorticales incluyendo los núcleos 

monoaminérgicos. Estudios preclínicos aplicando DBS en la mPFC han mostrado 

también efecto antidepresivo en roedores, hecho que se acompaña con la elevación 

de la neurotransmisión glutamatérgica y monoaminérgica (Hamani et al., 2010; 

Perez-Caballero et al., 2014; Jiménez-Sánchez et al., 2016a, 2016b). 
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Efectos antidepresivos muy 

rápidos se han obtenido 

también con la 

administración intravenosa 

o intranasal del antagonista 

no competitivo del receptor 

NMDA ketamina en 

pacientes con depresión 

resistentes a tratamiento 

(Berman et al., 2000; Zarate 

et al., 2006, 2012; 

Diazgranados et al., 2010; 

Lapidus et al., 2014). Se 

cree que el mecanismo de 

acción de la ketamina sería 

promover la neurotransmisión glutamatérgica. Esto podría suceder indirectamente 

mediante el bloqueo de los receptores NMDA en las interneuronas GABAérgicas, 

desinhibiendo así la actividad de las neuronas piramidales y la transmisión 

glutamatérgica (ver figura 5) (Homayoun and Moghaddam, 2007; Li et al., 2010). El 

aumento de glutamato, activaría entonces los receptores AMPA quienes a través de 

la señalización con BDNF activarían mTORC1, incrementando la síntesis de proteínas 

requeridas para la formación de nuevas sinapsis. De esta manera, la rápida inducción 

de la sinaptogénesis revertiría la pérdida de conexiones y arborización sináptica 

descrita en los individuos con depresión, rehabilitando así la función de la PFC e 

incrementando su conectividad con otras estructuras límbicas (Duman and 

Aghajanian, 2012; Kang et al., 2012; Murrough et al., 2015). 

 

 

 

Figura 5. Mecanismo de acción de la ketamina a nivel del PFC. La ketamina 

causaría un aumento del glutamato sináptico mediante el bloqueo de los 

receptores NMDA en neuronas GABAérgica, desinhibiendo las neuronas 

glutamatérgicas. El glutamato liberado estimularía los receptores AMPA en 

neuronas postsinápticas y activando canales de voltaje dependientes de Ca2+ 

(VDCC). Esto induce la liberación de BDNF y activación de TrkB y Akt, 

activando la señalización mTORC1 conduciendo a un incremento de la síntesis 

de proteínas necesarias para la formación y maduración de las sinapsis, como 

PSD95 o GluA1. La escopolamina, a través del bloqueo del receptor colinérgico 

muscarínico M1, también induciría desinhibición glutamatérgica y efecto 

antidepresivo de acción rápida. Adaptado de Duman et al., 2016. 
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1.2. Modelos animales de depresión 

asociados a estrés 

El estrés es un factor importante que subyace la sintomatología depresiva y juega un 

papel clave en la manifestación de los primeros episodios. Aun así, es difícil pensar 

que la exposición a situaciones de estrés como el dolor o el miedo en roedores pueda 

generar la vasta complejidad y variabilidad de la depresión humana. Más complicado 

resulta imitar síntomas como los pensamientos recurrentes de muerte o 

sentimientos de culpa. Sin embargo y a pesar de ello, síntomas como la anhedonia o 

pérdida de placer e incluso alteración de la neurogénesis y disminución de la 

expresión de factores neurotróficos pueden desarrollarse en animales de 

experimentación sometidos a factores estresantes.  

A grandes rasgos, la sintomatología de tipo “depresiva” que desarrollan los animales 

sometidos a diferentes modelos de depresión asociados a estrés crónico incluye bajo 

estado anímico y anhedonia. El bajo estado anímico puede ser evaluado mediante el 

test de suspensión de la cola (TST; tail suspension test) en ratón o el test de natación 

forzada (FST; forced swim test) en rata y ratón. En ellos, los roedores con síntomas de 

tipo depresivo presentan un mayor tiempo de inmovilidad que los “no deprimidos”, 

reflejando así la menor capacidad de lucha frente a situaciones inescapables (Cryan 

and Holmes, 2005; Cryan et al., 2005a, 2005b). Además, el TST y el FST también son 

modelos de estrés agudo ampliamente aceptados como herramientas para evaluar la 

eficacia de gran cantidad de tratamientos antidepresivos (Porsolt et al., 1977; Steru 

et al., 1985; Cryan and Slattery, 2007; O’Leary and Cryan, 2013). Por otra parte, la 

anhedonia en los roedores puede ser evaluada mediante la prueba de la preferencia 

por la sacarosa, en el que el animal puede elegir consumir agua normal o agua 

azucarada (Eagle et al., 2016). 

Experiencias estresantes durante el desarrollo temprano pueden producir efectos de 

larga duración en el cerebro humano y en la capacidad de responder al estrés en la 
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vida adulta. De hecho, el maltrato físico y emocional durante la infancia se ha 

vinculado a un mayor riesgo de padecer depresión en el adulto (Heim and Nemeroff, 

2001; Kaufman and Charney, 2001; Vythilingam et al., 2002). En un intento de 

obtener un modelo animal capaz de contemplar estas situaciones, los roedores 

pueden ser sometidos a condiciones de estrés prenatal o de separación materna que 

conducen al desarrollo de efectos tipo depresivos cuando alcanzan la madurez 

(Kaufman et al., 2000). En el primero de ellos, la hembra gestante es expuesta a un 

factor de estrés como la inmovilidad repetida durante varias semanas, mientras que 

el segundo caso la progenie se separa intermitentemente de la madre durante las 2 o 

3 primeras semanas de vida (Pryce and Feldon, 2003; Maccari and Morley-Fletcher, 

2007).  Estas intervenciones inducen un comportamiento de tipo depresivo y cambios 

fisiopatológicos en la camada, como por ejemplo incremento de los niveles de CRH y 

ACTH, y disminución de los niveles del RNA mensajero (mRNA; messenger RNA) de 

BDNF en la PFC (Alonso et al., 1991; Ladd et al., 1996; Francis et al., 1999; Maccari et 

al., 2003; Roceri et al., 2004; Pollak et al., 2010). 

Por otro lado, la exposición repetida a situaciones de estrés en la edad adulta es uno 

de los factores de mayor predisposición a la depresión. Los modelos animales de 

estrés crónico incluyen: descarga eléctrica en las patas, inmovilización crónica, estrés 

leve crónico impredecible (UCMS; unpredictable chronic mild stress), indefensión 

aprendida, paradigma del residente-intruso y consumo crónico de corticosterona 

(Overmier and Seligman, 1967; Willner, 1997; Rasmusson et al., 2002; Cryan and 

Slattery, 2007; Veena et al., 2009; Gourley and Taylor, 2009; Chaouloff, 2013). Los 

modelos de descarga eléctrica en las patas y de inmovilización crónica se logran 

después de una presentación repetida del mismo factor estresante a lo largo de 

varios días o semanas. Estos producen, por ejemplo, depleción de los niveles de 

monoaminas, atrofia de las dendritas en la PFC y el HPC así como disminución de la 

neurogénesis y de la expresión de BDNF en el DG del HPC (Weiss et al., 1981; 

Rasmusson et al., 2002; Pham et al., 2003; Cook and Wellman, 2004; Murakami et al., 

2005). De modo similar, en el UCMS, los animales se exponen diariamente a un factor 

estresante que cambia cada día de modo aleatorio. Esto produce efectos de tipo 

depresivo como anhedonia, incremento del tiempo de inmovilidad en el TST y el FST, 
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incremento de los niveles de glucocorticoides y BDNF en suero o reducción de la 

neurogénesis en el DG del HPC, entre otros (Muscat and Willner, 1992; Alonso et al., 

2004; Mineur et al., 2006; Jindal et al., 2013). Este modelo ha sido originalmente 

evaluado en ratas, de modo que la literatura disponible, aunque abundante para rata 

es relativamente limitada en ratón. Además, los resultados a veces son 

contradictorios, complicando establecer un perfil claro de este modelo en ratón. 

Estas discrepancias se pueden atribuir en parte al hecho que las distintas cepas de 

ratón presentan diferente susceptibilidad al UCMS (Mineur et al., 2006; Nollet et al., 

2013).     

En el modelo de indefensión aprendida, se someten los animales a un estímulo 

eléctrico inescapable que, una vez habituados, hace que desarrollen cierta 

indefensión que se pone de manifiesto cuando fracasan al intentar escapar cuando sí 

podrían hacerlo. Se trata de un modelo validado especialmente para ratas 

produciendo síntomas de tipo depresivo como déficits cognitivos, anhedonia y 

reducción de la expresión de BDNF en el HPC (Willner, 1991; Vollmayr et al., 2001; 

Song et al., 2006; Enkel et al., 2010), siendo menos caracterizado en ratones 

(Vollmayr and Henn, 2001; Chourbaji et al., 2005). 

El paradigma del residente-intruso se basa en el hecho que un animal establece una 

territorialidad en un espacio (residente) y ataca al animal desconocido introducido 

(intruso). Los intrusos muestran un comportamiento defensivo en respuesta a los 

ataques. La exposición repetida del mismo intruso a distintos residentes cada día es 

una tipo de estés social que induce efectos de tipo depresivo en rata y ratón como 

incremento del tiempo de inmovilidad en el FST, anhedonia, hiperactividad del eje 

HPA y disminución de la proliferación en el DG del HPC (Kudryavtseva et al., 1991; 

Rygula et al., 2006; Yap et al., 2006; Becker et al., 2008). 

Sin bien todos estos modelos logran reproducir algunos de los síntomas depresivos 

en ratones, todos ellos se basan en el estrés ambiental y requieren de una 

manipulación del entorno, generando una gran variabilidad de protocolos entre 

laboratorios que dificulta su replicación (David et al., 2010). De este modo, el modelo 
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por consumo crónico de corticosterona, es más fácilmente replicable. La 

corticosterona es una hormona producida en las glándulas adrenales en respuesta al 

estrés y los niveles plasmáticos de la misma se encuentran elevados en varios de los 

modelos de roedores de depresión como la inmovilización crónica, el paradigma del 

residente-intruso o el FST. Además, estudios en seres humanos ponen de manifiesto 

que la depresión habitualmente está asociada a la disfunción del eje HPA con la 

consecuente alteración de los niveles de cortisol (Gold and Chrousos, 1985; Murphy, 

1991; Holsboer, 2001; Holsboer and Ising, 2008; Vreeburg et al., 2009). La 

administración exógena de corticosterona ha sido validada y utilizada como modelo 

de estrés crónico y depresión (Ardayfio and Kim, 2006; Gourley et al., 2008, 2009; 

Murray et al., 2008; David et al., 2009, 2010). El tratamiento crónico con bajas dosis 

de corticosterona (35 mg/mL en disolución con en el agua de bebida) es suficiente 

para inducir cambios histológicos, morfológicos y comportamentales similares a la 

depresión clínica, tales como la atrofia de las dendritas de la PFC, la disminución de 

los niveles de factores tróficos y de neuroplasticidad en el HPC, la reducción de la 

proliferación y neurogénesis del DG o los efectos de tipo depresivo en diferentes 

paradigmas de comportamiento (Wellman, 2001; Ardayfio and Kim, 2006; Gourley et 

al., 2008, 2009; Murray et al., 2008; David et al., 2009, 2010). Además, el fenotipo 

molecular y comportamental desarrollado por estos animales es sensible a la 

reversión con un tratamiento antidepresivo crónico, pero no agudo (David et al., 

2009). En la presente Tesis se ha utilizado el modelo por consumo crónico de 

corticosterona en ratón para investigar el efecto antidepresivo de moléculas de RNA 

pequeñas de interferencia (siRNA; small interfering RNA) conjugadas.  
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1.3. Sistema serotoninérgico 

La 5-HT juega un papel fundamental en el cerebro humano. Controla funciones 

fisiológicas como el sueño, la alimentación, la regulación de la temperatura y la 

conducta sexual. Asimismo participa en la modulación del dolor e interviene en un 

gran número de comportamientos incluyendo agresión, impulsividad, atención, toma 

de decisiones, recompensa y funciones cognitivas. La disfunción del sistema 

serotoninérgico ha sido implicada en esquizofrenia, ansiedad, depresión, adicción a 

drogas, enfermedad de Parkinson y autismo (Abi-Dargham et al., 1997; Huot et al., 

2011; Nakamura, 2013). 

Aunque el sistema serotoninérgico está formado solamente por aproximadamente 

250.000 neuronas concentradas en su mayoría en el núcleo del rafe dorsal (DR; 

dorsal raphe nucleus), sus axones inervan extensamente la corteza y el sistema 

límbico, liberando 5-HT de modo paracrino y haciendo pocos contactos sinápticos (de 

Montigny, 1977; Jacobs and Azmitia, 1992; Blier and de Montigny, 1999; Adell et al., 

2002; Celada et al., 2013). La 5-HT se cree es el más ancestral de los 

neurotransmisores habiéndose identificado en el cnidario Renilla koellikeri (Umbriaco 

et al., 1990). 

1.3.1. Anatomía y conectividad del sistema serotoninérgico 

En los mamíferos, el sistema serotoninérgico 

está formado por nueve núcleos que se 

dividen en dos subsistemas: el rostral que 

proyecta hacia el prosencéfalo y el caudal que 

proyecta hacia el tronco cerebral y médula 

espinal (ver figura 6). El subsistema rostral, de 

interés en la presente Tesis, está formado por 

4 núcleos: el núcleo caudal linear, el DR, el 

núcleo del rafe medial (MR; median raphe 

Figura 6. Representación de los subsistemas 

serotoninérgicos rostrales (naranja) y caudales 

(naranja claro) y sus respectivas proyecciones 

ascendentes y descendentes en el cerebro humano. 
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nucleus) y la región supralemniscal (Jacobs and Azmitia, 1992; Piñeyro and Blier, 

1999). Solo el DR contiene más del 50% de las neuronas serotoninérgicas del cerebro 

humano y murino. Las neuronas del núcleo caudal linear así como las de la región 

supralemniscal pueden considerase una extensión del segundo mayor núcleo 

serotoninérgico, el MR, por compartir un origen común en el neurodesarrollo y 

proyectar hacia las mismas áreas cerebrales (Jacobs and Azmitia, 1992; Piñeyro and 

Blier, 1999; Baker et al., 1990).  

A nivel morfológico se pueden distinguir dos poblaciones axonales serotoninérgicas 

dependiendo del núcleo de origen. Las que proceden del DR presentan varicosidades 

axonales pequeñas de menos de 1 µm de diámetro y las que lo hacen del MR 

muestran varicosidades más grandes del orden de 2 a 5 µm de diámetro (Kosofsky 

and Molliver, 1987; Törk, 1990). Además de las diferencias morfológicas, las 

proyecciones del DR y del MR presentan también distinta sensibilidad a derivados de 

anfetaminas (Mamounas et al., 1991). Por consiguiente, se distinguen dos 

subsistemas serotoninérgicos rostrales con propiedades y distribución cerebral 

diferenciada, según se originen en el DR o el MR. Cada uno de los dos 

núcleos/subsistemas inerva áreas cerebrales específicas. A grandes rasgos, las áreas 

corticales reciben más inervación serotoninérgica del DR que del MR (Kosofsky and 

Molliver, 1987; Mamounas et al., 1991; McQuade and Sharp, 1997). 

La actividad eléctrica de las neuronas 

serotoninérgicas se caracteriza por ser de modo 

tónico con un patrón de descarga regular de 1-5 

espigas/s (Aghajanian and Vandermaelen, 1982). 

No obstante, esta actividad no es siempre igual, 

sino que sufre cambios durante el ciclo de sueño-

vigilia, siendo más lenta durante el sueño profundo 

y prácticamente inexistente durante la fase REM. La 

actividad de las neuronas serotoninérgicas está 

fuertemente regulada por las aferencias que recibe 

(ver figura 7). Una de las principales procede de la 

Figura 7. Modelo de las aferencias que 

reciben las neuronas serotoninérgicas. Las 

aferencias excitadoras están representadas 

con círculo y las inhibidoras con rectángulos. 

Adaptado de Pollak Dorocic et al., 2014. 
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PFC. Se cree que las proyecciones glutamatérgicas de la corteza infralímbica en 

roedores hacen sinapsis preferentemente con interneuronas GABAérgicas del DR 

(Hajos el al., 1999; Celada el al., 2001), de modo que la desinhibición glutamatérgica 

de la PFC a consecuencia de la hiperpolarización de interneuronas GABAérgicas 

corticales por las propias fibras serotoninérgicas (Santana et al., 2004), disminuiría la 

actividad serotoninérgica. 

Otras aferencias que controlan la actividad de las neuronas serotoninérgicas del DR 

son las fibras noradrenérgicas procedentes del locus cerúleo (LC; locus coeruleus). 

Estudios preclínicos en roedores mostraron que la activación de los receptores α1 

adrenérgicos localizados en los cuerpos neuronales serotoninérgicos incrementa la 

función de las neuronas serotoninérgicas. Por el contrario, la administración de 

prazosin, antagonista selectivo α1 adrenérgico, inhibe la actividad de las neuronas 

serotoninérgicas así como la liberación de 5-HT en los núcleos del rafe 

(Vandermaelen and Aghajanian, 1983; Bortolozzi and Artigas, 2003). También son de 

destacar las proyecciones de la habénula lateral hacia el DR (Aghajanian and Wang, 

1977; Peyron et al., 1998a). Aunque los primeros estudios sugirieron que las 

proyecciones de la habénula lateral excitaban las neuronas GABAérgicas en el DR 

inhibiendo así las neuronas serotoninérgicas (Park, 1987; Varga et al., 2003), nuevas 

técnicas de trazado han identificado aferencias glutamatérgicas de la habénula lateral 

contactando directamente con las neuronas serotoninérgicas (PollaK Dorocic et al., 

2014). Otra aferencia importante es la proveniente desde el Hyp (Peyron et al., 

1998b; Adell et al., 2002; Celada et al., 2002). Se describió que diferentes poblaciones 

de neuronas hipotalámicas que contienen DA, hipocretinas o neuropéptidos 

(vasopresina, oxitocina o melanina) proyectan hacia el sistema serotoninérgico 

(PollaK Dorocic et al., 2014). Además, hay que destacar las aferencias originadas en la 

sustancia negra y área tegmental ventral o las procedentes de la AMG (Kalén et al., 

1988; Kirouac et al., 2004; PollaK Dorocic et al., 2014). En general, todas las 

aferencias que reciben las neuronas serotoninérgicas, tienen un papel en la 

regulación del tono serotoninérgico y en última instancia sobre la liberación de 5-HT. 
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La síntesis de 5-HT está regulada por la disponibilidad del aminoácido triptófano y por 

la actividad de la enzima TPH2, isoforma específica del cerebro (Walther et al., 2003). 

Una vez sintetizada, la 5-HT se almacena en vesículas sinápticas mediante el 

transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2; vesicular monoamine transporter 

2). Durante la neurotransmisión, la llegada de los potenciales de acción a los 

terminales y varicosidades axonales despolariza la membrana celular favoreciendo la 

entrada de calcio hacia el interior de la célula.  Éste activa la fusión de las vesículas 

con la membrana celular favoreciendo la liberación de 5-HT al espacio sináptico y 

activación de los receptores. El cese del estímulo se logra por la degradación de 5-HT 

a través de las enzimas monoamino oxidasas (MAO; monoamine oxidase), 

principalmente la isoforma A, o por la recaptación del neurotransmisor al interior de 

la neurona serotoninérgica mediante el SERT.  

El hecho de que más del 

90% de los antidepresivos 

disponibles en clínica 

tienen el SERT como diana 

molecular primaria pone 

de manifiesto la 

importancia de este 

transportador en la 

regulación de la 

neurotransmisión 

serotoninérgica y en la 

fisiopatología y tratamiento de la depresión. Prueba de ello es la existencia del 

polimorfismo 5-HTTLPR en su zona promotora (ver figura 8), dónde la variante corta 

S, a diferencia del alelo L, ha sido asociada a una menor resiliencia al estrés y 

depresión (Caspi et al., 2003). Además, el alelo S conlleva resistencias al tratamiento 

antidepresivo con SSRIs como la paroxetina o el escitalopram (Murphy et al., 2004; 

Outhred et al., 2014).  

Figura 8. Organización del gen del transportador de 

serotonina humano (SLC6A4). (a-b) La actividad 

transcripcional del gen SLC6A4 está modulada por la 

variante polimórfica 5-HTTLPR conjuntamente con 

dos SNPs en esta región (rs25531 y rs25532). 

Variantes adicionales raras como el variable number 

tandem repeat (VNTR) del intrón 2 y otros SNPs 

como el G56A y el I425V podrían potenciar la 

expresión de SERT. Adaptado de Murphy and Lesch, 

2008.   
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Se ha descrito en roedores que alrededor del 90% de la expresión del mRNA del SERT 

tiene lugar en las neuronas serotoninérgicas mientras que el 10% restante tiene lugar 

en neuronas no serotoninérgicas y en células gliales (Pickel and Chan, 1999). La 

proteína SERT se localiza tanto en los cuerpos neuronales como en los axones 

serotoninérgicos (Blakely et al., 1994; Qian et al., 1995; Murphy et al., 2008). El 

tratamiento crónico con SSRIs favorece la internalización del transportador SERT 

disminuyendo los sitios de unión en la membrana celular sin alterar los niveles de 

expresión de su mRNA (Benmansour et al., 1999, 2002; Samuvel et al., 2005; Lau et 

al., 2008). Mientras que los SSRIs modulan la actividad de la proteína quinasa C (PKC; 

protein kinase C) fosforilando el SERT e induciendo su internalización, la 5-HT protege 

de esta fosforilación (Qian et al., 1997; Ramamoorthy and Blakely, 1999).  Además, se 

ha descrito que el tratamiento crónico con el SSRI fluoxetina aumenta la expresión 

del micro RNA (miRNA; micro RNA) 16 (miR-16) en el DR de ratón, que a su vez inhibe 

la traducción del SERT (Baudry et al., 2010). Así, la disminución de la fracción activa 

del SERT reduce la recaptación de 5-HT que en última instancia incrementará la 

señalización postsináptica mediada por receptores de 5-HT. 

Existen al menos 16 genes 

de receptores de 5-HT en 

mamíferos: 5-HT1A/B/D/E/F, 

5-HT2A/B/C, 5-HT3A/B/C, 5-

HT4, 5-HT5A/B, 5-HT6 y 5-

HT7 (Hoyer and Martin, 

1997; Barnes and Sharp, 

1999). Excepto el receptor 

5-HT3, que es un canal 

iónico, el resto de los 

receptores serotoninérgicos son metabotrópicos y por lo tanto acoplados a proteínas 

G de señalización intracelular. Uno de los más abundantes en el cerebro y con un rol 

fundamental en la depresión y la acción antidepresiva es el receptor 5-HT1A. Este 

receptor se expresa presinápticamente en las neuronas serotoninérgicas actuando 

como autoreceptor manteniendo la homeostasia de la neurotransmisión 

Figura 9. Localización de los receptores serotoninérgicos. La 5-HT ejerce su 

función mediante la estimulación de sus múltiples receptores, presentes todos 

en la neurona postsináptica. Además, el receptor 5-HT1A y 5-HT1B están 

también presentes en la neurona presináptica, el primero en la zona 

somatodendrítica y el segundo en los terminales axonales. Adaptado de 

Artigas, 2013. 



Albert Ferrés Coy 

- 48 - 

serotoninérgica y, postsinápticamente como heteroreceptor en áreas de proyección 

incluyendo PFC, HPC, AMG, septum, entre otras (ver figura 9) (Pazos and Palacios, 

1985; Sotelo et al., 1990; Pompeiano et al., 1992; Amargós-Bosch et al., 2004; 

Santana et al., 2004; de Almeida and Mengod, 2008).  

Estudios postmortem y de neuroimagen en seres humanos han revelado una mayor 

densidad del autoreceptor 5-HT1A en pacientes con depresión en comparación con 

sujetos control (Stockmeier et al., 1998; Parsey et al., 2006). El aumento de la 

densidad del autoreceptor 5-HT1A también se ha descrito en los portadores del alelo 

G del SNP G(-1019)C, haciéndolos más susceptibles a la depresión y peor 

respondedores a los antidepresivos de tipo SSRI (Lemonde et al., 2003; Serretti et al., 

2004; Neff et al., 2009). 

A nivel molecular, el 5-HT1A es un receptor de tipo inhibitorio que disminuye la 

producción de adenosina monofosfato cíclico (cAMP; cyclic adenosine 

monophosphate) y la actividad de la proteína quinasa A (PKA; protein kinase A). Esta 

señalización inhibe canales de calcio, disminuyendo su concentración intracelular, y 

promueve la apertura de los canales de potasio rectificadores internos acoplados a 

proteína G (GIRK; G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel) y de los 

canales de potasio semejantes a TWIK “1” (TREK1; TWIK-related K
+
 channel 1), 

hiperpolarizando la neurona (Araneda and Andrade, 1991; Bayliss et al., 1995; Barnes 

and Sharp, 1999; Lanfumey and Hamon, 2000; Gordon and Hen, 2006; Mathie, 2007; 

Polter and Li, 2010; Ye et al., 2015). Debido a su doble localización (pre- y 

postsináptica), los agonistas de este receptor tienen un efecto dual sobre la 

neurotransmisión serotoninérgica. Actuando a nivel presináptico, inhiben la actividad 

eléctrica de las neuronas serotoninérgicas y reducen la liberación de 5-HT, mientras 

que actuando a nivel postsináptico en las áreas de proyección, estos agonistas 

mimetizan el efecto de la 5-HT liberada potenciando la neurotransmisión 

serotoninérgica.  
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1.3.2. Regulación del sistema serotoninérgico 

Además de las diferentes aferencias que controlan la actividad de los núcleos del 

rafe, el propio sistema serotoninérgico controla la actividad del mismo mediante un 

sistema de autocontrol de inhibición negativo. Para ello, los axones serotoninérgicos 

contralaterales hacen sinapsis sobre las propias neuronas serotoninérgicas. El 

autoreceptor 5-HT1A tiene un papel primordial en este mecanismo de autoregulación 

que ayuda a mantener la homeostasia del sistema (Piñeyro and Blier, 1999; Lanfumey 

and Hamon, 2000; Altieri et al., 2013; Artigas, 2013). Durante los periodos de vigilia, 

las neuronas serotoninérgicas descargan de modo lento y regular. Cuando se produce 

una activación excesiva de estas neuronas, como ocurre por ejemplo durante una 

situación estresante, el aumento de la 5-HT liberada por los axones contralaterales 

incrementa la actividad del autoreceptor 5-HT1A. Esto hiperpolariza las neuronas 

serotoninérgicas normalizando del patrón de descarga (Adell et al., 1997; Artigas, 

2013).   

La presencia de este 

mecanimo fisiológico de 

autoregulación tiene un 

impacto negativo sobre el 

mecanismo de acción de los 

fármacos antidepresivos de 

tipo serotoninérgico. El 

bloqueo farmacológico del 

SERT (tratamientos con SSRIs, 

SNRIs o TCAs), incrementa la 

fracción activa de 5-HT en el 

cerebro, sobre todo en los 

núcleos del rafe. Esto activa 

el autoreceptor 5-HT1A que 

reduce rápidamente la actividad del sistema serotoninérgico, atenuando así el 

incremento de la concentración de 5-HT en las áreas de proyección (ver figura 10) 

Figura 10. Sinapsis serotoninérgica y control por un mecanismo de 

inhibición negativo. En condiciones normales, la 5-HT empaquetada en 

vesículas es transportada y liberada al espacio sináptico, donde difunde 

hacia la membrana postsináptica uniéndose a los receptores de 5-HT. Parte 

de la 5-HT liberada también se une al autoreceptor 5-HT1A activando el 

mecanismo de autoinhibición que conlleva a una reducción de la liberación 

de 5-HT. El bloqueo farmacológico del SERT incrementa la concentración 

sináptica de 5-HT aumentando la actividad del autoreceptor, hecho que 

reduce más el tono serotoninérgico limitando la acción antidepresiva. 

Adaptado de Fulmer, 2010. 
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(Artigas et al., 1996; Piñeyro and Blier, 1999). El control que el receptor 5-HT1A 

somatodendrítico ejerce sobre el tono serotoninérgico, ha llevado a hipotetizar que 

su activación es la responsable del retraso en la acción clínica de los fármacos 

antidepresivos (Blier and de Montigny, 1994; Artigas et al., 1996; Gardier et al., 

1996). Solo después del tratamiento prolongado con SSRIs se produciría la 

desensibilización del autoreceptor 5-HT1A, logrando un aumento marcado y sostenido 

de la concentración de 5-HT y, alcanzando ahora sí, la respuesta terapéutica (Blier 

and de Montigny, 1994; Blier et al., 1998). En este sentido y con el fin de acelerar y 

mejorar la eficacia de los tratamientos antidepresivos, se propuso en los años 90 la 

combinación de éstos con el antagonista del receptor 5-HT1A pindolol, evitando de 

este modo el feedback negativo mediado por el autoreceptor (Artigas, 1993; Artigas 

et al., 1994; Portella et al., 2011). No obstante, para la acción antidepresiva es 

necesaria la activación del receptor 5-HT1A postsináptico, hecho que limita la utilidad 

de estos antagonistas (Haddjeri et al., 1998).  

Otro receptor con un rol destacado en la homeostasis del sistema serotoninérgico es 

el receptor 5-HT1B, que como el 5-HT1A se localiza pre- y postsinápticamente 

regulando negativamente la formación de cAMP. A diferencia del autoreceptor 5-

HT1A, el receptor 5-HT1B presináptico se localiza en el axón, inhibiendo la síntesis y 

liberación de 5-HT de forma local (Artigas, 2013; Sari, 2014).  
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1.4. Sistema noradrenérgico 

Con solo 15.000 neuronas noradrenérgicas en la especie humana, este sistema está 

involucrado en funciones tales como la regulación de la atención, la adquisición de la 

información sensorial, la flexibilidad cognitiva, la plasticidad sináptica a largo plazo y 

la recuperación de memoria remota, entre otras (Berridge and Waterhouse, 2003; 

Sara and Bouret, 2012). Esto hace del sistema noradrenérgico uno de los principales 

candidatos responsables de algunos de los síntomas de la depresión como la 

dificultad de concentración, la fatiga y los trastornos del sueño. Del mismo modo que 

el sistema serotoninérgico, la arborización de los axones del sistema noradrenérgico 

permite inervar prácticamente todo el prosencéfalo (Loughlin et al., 1986). 

El sistema noradrenérgico de los mamíferos 

está formado por siete núcleos. EL LC, que se 

extiende a ambos lados de la zona 

ventrolateral del cuarto ventrículo, es el 

principal núcleo y contiene toda la población 

de neuronas noradrenérgicas que proyectan 

hacia el prosencéfalo (ver figura 11) 

(Dahlstroem and Fuxe, 1964; Moore and 

Bloom, 1979; Foote et al., 1983; Sara, 2015).  

Las neuronas noradrenérgicas del LC descargan de modo tónico con un patrón de 

descarga regular y constante de 0.5-5 espigas/s similar a las neuronas 

serotoninérgicas (Moore and Bloom, 1979; Foote et al., 1983). Sin embargo, a 

diferencia de estas últimas, las neuronas noradrenérgicas también pueden hacer 

descargas fásicas de 2 a 3 potenciales de acción produciendo una mayor liberación de 

NE (Rajkowski et al., 2004). Además, la actividad noradrenérgica se ve modificada con 

cada fase del sueño. Durante el sueño profundo el patrón de descarga se enlentece, 

deteniéndose durante la fase REM. Esta actividad del LC varía en anticipación a cada 

fase del sueño (Aston-Jones and Bloom, 1981). 

Figura 11. Esquema de las proyecciones de las 

neuronas noradrenérgicas del LC en el cerebro de 

humanos. 
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Las principales aferencias hacia el LC provienen de dos núcleos reticulares: i) 

proyecciones inhibitorias procedentes del hipogloso prepósito relacionadas con el 

estado vegetativo, y ii) proyecciones excitadoras desde el núcleo paragigantocelular 

vinculadas a funciones autónomas e integradoras de estímulos (Aston-Jones et al., 

1991). Otras aferencias son: glutamatérgicas de la PFC que participan en los procesos 

cognitivos superiores como la memoria de trabajo (Jodo and Aston-Jones, 1997) y las 

serotoninérgicas desde el DR y el MR (Cedarbaum and Aghajanian, 1978). El LC 

también recibe proyecciones procedentes del PVN y la AMG (Cedarbaum and 

Aghajanian, 1978; Wallace et al., 1992; Reyes et al., 2005). Por otro lado, una densa 

colección de neuronas GABAérgicas en la zona pericoerular inerva el LC (Aston-Jones 

et al., 2004). Además, se han identificado en el LC neuropéptidos como vasopresina, 

somatostatina, neuropéptido Y, encefalina, neurotensina, CRH, galanina y orexinas, 

que actúan modulando la actividad de las neuronas noradrenérgicas (Olpe and 

Steinmann, 1991; Kiyashchenko et al., 2002). 

Como previamente se describió, las conexiones eferentes desde el LC dan lugar a una 

extensa arborización por todo el CNS. Destacan áreas cerebrales como la corteza que 

exhiben altas densidades de varicosidades noradrenérgicas (Jones and Moore, 1977; 

Moore and Bloom, 1979; Foote et al., 1983; Agster et al., 2013). Así las cortezas 

cingular y frontal, seguidas de la visual, la auditiva y la sensomotriz, contienen las 

mayores concentraciones de NE (Levitt and Moore, 1978). No obstante, hay áreas 

cerebrales que reciben muy escasa inervación noradrenérgica como los ganglios 

basales (cuerpo estriado y globo pálido) y el NAc. 

El precursor en la biosíntesis de NE es el aminoácido tirosina, que por acción de las 

enzimas tirosina hidroxilasa (TH; tyrosine hydroxylase) y DOPA descarboxilasa dan 

lugar a DA. Está es captada por VMAT2 e internalizada dentro de las vesículas 

sinápticas y transformada a NE por acción de la dopamina beta-hidroxilasa (DBH; 

dopamine beta-hydroxylase) (ver figura 12) (Rush and Geffen, 1980). La 

despolarización del terminal sináptico induce la fusión de las vesículas con las 

membranas celulares y la liberación de NE a la hendidura sináptica. La terminación de 

la neurotransmisión sucede por la recaptación de NE a través del transportador de 
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noradrenalina (NET; norepinephrine transporter) y por la degradación de la NE, 

preferentemente por la isoforma A de la MAO. 

Del mismo modo que el 

SERT, el NET pertenece a 

la familia de 

transportadores con doce 

dominios transmembrana 

dependientes de Na+/Cl-. 

Dicho transportador se 

encuentra anclado en la 

membrana plasmática a 

nivel del soma, dendritas y 

terminales axonales de las 

neuronas noradrenérgicas. El bloqueo del NET a fin de inhibir la recaptación de NE es 

el objetivo de muchos fármacos antidepresivos. Así los TCAs y los SNRI (Benmansour 

et al., 2004) tienen alta afinidad por SERT y NET, mientras que los antidepresivos 

inhibidores selectivos de la recaptación de noradrenalina (NERI; norepinephrine 

reuptake inhibitor), siendo reboxetina su prototipo, inhiben selectivamente el NET 

(Gould et al., 2003). 

La NE ejerce su efecto por unión y activación de sus receptores. Los receptores 

adrenérgicos son receptores metabotrópicos que pertenecen a tres familias según su 

homología, perfil farmacológico y mecanismo de señalización intracelular: α1A, 1B, 1D, 

los α2A, 2B, 2C y los β1, 2, 3 (Lefkowitz and Caron, 1988; Harrison et al., 1991; Bylund et 

al., 1994). El agonismo de los receptores α1 adrenérgicos induce la activación de la 

fosfolipasa C (PLC; fosfolipase C) produciendo inositol trifosfato (IP3; inositol 

trisphosphate) y diacilglicerol (DAG; diacylglycerol) como segundos mensajeros 

(Burch et al., 1986). Por otro lado, la activación de los receptores α2 adrenérgicos 

inhibe la formación cAMP y la actividad de PKA, reduciendo la actividad de los 

canales de Ca+2 dependientes de voltaje, la apertura de los canales de potasio o la 

activación de la bomba Na+/H+ (North and Yoshimura, 1984; Sweatt et al., 1985; 

Figura 12. Representación esquemática de la síntesis y liberación de NE. La NE es 

sintetizada en una serie de pasos enzimáticos que incluyen la actividad de la TH, 

DOPA descarboxilasa y DBH, éste último ocurre dentro de las vesículas 

sinápticas. Una vez liberada al espacio sináptico, la NE se une y activa los 

receptores adrenérgicos. La señal de terminación de la señalización NE sucede 

con la recaptación del neurotransmisor a través del NET y su degradación por la 

isoforma A de la MAO. 
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Lipscombe et al., 1989). Los tres miembros de tipo β están acoplados a proteína Gs, 

estimulando la producción de cAMP. Los receptores α1 y β se localizan a nivel 

postsináptico, mientras que los α2 se encuentra en la neurona presináptica a nivel de 

terminales, soma y dendritas y también en la neurona postsináptica e incluso en glía 

(Aoki et al., 1994; Lee et al., 1998). 

Estudios postmortem en cerebros humanos han mostrado que pacientes con 

depresión víctimas de suicido presentan mayor densidad de los receptores 

adrenérgicos α1 y α2 en la PFC que el grupo control (Meana et al., 1992; Arango et al., 

1993). Además, estudios preclínicos de comportamiento (TST y FST) y neuroquímicos 

realizados en roedores indican que los receptores α1 participan en la respuesta de la 

terapia antidepresiva (Cunha et al., 2013; Citó et al., 2015). No obstante, los 

receptores α2 han recibido mayor atención como dianas antidepresivas potenciales 

debido a que son capaces de regular de modo inhibitorio la liberación de NE (Starke, 

1987). Estudios de microdiálisis in vivo en roedores han descrito que la 

administración local de fármacos agonistas del receptor α2 adrenérgico (clonidina, 

medetomidina, UK 14,304) en la PFC disminuye la liberación de NE. Contrariamente, 

la administración de fármacos antagonistas (atipamezol, idazoxan) produjo un 

incremento de la concentración extracelular de NE (Dennis et al., 1987; Dalley and 

Standord, 1995). Esto indicaría que el autoreceptor α2 adrenérgico localizado en las 

terminales tiene un efecto inhibitorio sobre la concentración de NE. También se ha 

mostrado mediante técnicas de microdiálisis in vivo que la administración intra-LC de 

fármacos agonistas (clonidina, UK 14,304) o antagonistas (BRL44408) para el receptor 

α2 adrenérgico disminuye o incrementa, respectivamente, la concentración de NE en 

la corteza cingulada (Mateo and Meana, 1999). En general, lo datos indicarían el 

efecto inhibitorio del receptor α2 adrenérgico de expresión presináptica y su rol 

modulador de la actividad eléctrica de las neuronas noradrenérgicas del LC. De 

hecho, entre los tratamientos actuales para la depresión se incluyen dos antagonistas 

del receptor α2 como son la mirtazapina y la mianserina (Pinder and Van Delft, 1983; 

Anttila and Leinonen, 2001; Langer, 2015). Aun así, del mismo modo que el receptor 

5-HT1A, parece ser necesaria la activación del receptor α2 adrenérgico de expresión 
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postsináptica para lograr el efecto antidepresivo (Vega-Rivera et al., 2013; Ishola et 

al., 2014).  
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1.5. Tratamientos Antidepresivos 

Antes del descubrimiento de los primeros psicofármacos como los TCAs y los MAOIs 

no se disponía de herramientas terapéuticas eficaces para el tratamiento de los 

trastornos del estado del ánimo. La introducción de los mismos en la década de 1950 

se considera uno de los grandes avances de la medicina del siglo XX comparándose 

incluso con el descubrimiento de los antibióticos. A pesar de la gran incidencia e 

impacto socioeconómico de la depresión así como de la enorme cantidad de recursos 

destinados al desarrollo de nuevas terapias, desafortunadamente los fármacos 

antidepresivos disponibles presentan una limitada eficacia dejando una elevada 

proporción de pacientes con depresión resistentes a tratamientos.  

1.5.1. Fármacos antidepresivos monoaminérgicos 

Los fármacos antidepresivos monoaminérgicos tienen como finalidad incrementar la 

neurotransmisión monoaminérgica, principalmente 5-HT y NE. Dentro de la primera 

generación de fármacos antidepresivos, el desarrollo de la iproniazida, generada 

originalmente para el tratamiento de la tuberculosis, fue el primer fármaco de la 

familia de los MAOIs. Estos actúan bloqueando una o ambas isoformas (A y/o B) de la 

MAO y así incrementan los niveles de 5-HT. Más tarde, la imipramina, desarrollada 

primero como un fármaco antihistamínico y antipsicótico, fue el primer compuesto 

de la familia de los TCAs que actúa bloqueando los transportadores SERT y NET 

inhibiendo la recaptación de 5-HT y NE, respectivamente. 

Aun hoy estas dos familias de drogas continúan utilizándose para tratar la depresión. 

Sin embargo, han quedado relegadas a segundas o terceras líneas de tratamiento 

debido a los efectos secundarios que producen y a la introducción de los fármacos 

antidepresivos de segunda generación, mucho más seguros y tolerables. 

Los SSRI y los SNRI son los fármacos antidepresivos más prescritos y de primera 

elección para el tratamiento de la depresión (Rush et al., 2006). Los primeros actúan 

bloqueando selectivamente el SERT, aumentando la fracción sináptica de 5-HT activa, 
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mientras que los segundos son de acción dual bloqueando el SERT y NET, 

aumentando los niveles extracelulares de ambos neurotransmisores 5-HT y NE en el 

espacio sináptico (ver figura 13). Aún y siendo estos los fármacos antidepresivos más 

prescritos, sus ratios de respuesta y remisión son de aproximadamente del 60% y 

40%, respectivamente (Tollefson and Holman, 1994; Stahl, 2000; Thase et al., 2001). 

Además, estudios 

naturalísiticos como el 

STAR*D (Sequenced 

Treatment Alternatives to 

Relieve Depression) 

revelaron que los ratios de 

respuesta y remisión son 

substancialmente menores 

(del 47% y 28%, 

respectivamente) después 

de ocho semanas de 

tratamiento con el SSRI 

citalopram (Trivedi et al., 2006a). Estrategias de complementación con drogas no 

dirigidas al SERT (buspirona, bupropión) en pacientes no respondedores a los SSRI 

obtuvieron ratios de remisión similares (Rush et al., 2006a; Trivedi et al., 2006b). El 

estudio STAR*D también mostró que la tasa de remisión total incrementa hasta el 

67% después de un año con cuatro tratamientos secuenciados con diferentes 

fármacos antidepresivos (Rush et al., 2006b). Estas cifras, que reflejan la práctica 

clínica diaria, indican que casi un tercio de los pacientes con depresión tratados no 

responden adecuadamente a los tratamientos habituales.  

Una segunda limitación de los tratamientos antidepresivos actuales es su lentitud de 

acción. Ensayos controlados con SSRIs o SNRIs muestran que los fármacos activos se 

diferencian significativamente del placebo después de dos o más semanas de 

tratamiento, alcanzando una diferencia máxima entre las seis y las ocho semanas de 

tratamiento (Tollefson and Holman, 1994; Stahl, 2000; Thase et al., 2001). 

Figura 13. Representación esquemática de los terminales sinápticos de NE y 5-

HT. El NET y el SERT están localizados en la membrana presináptica, donde 

recaptan el neurotransmisor liberado. La mayor parte de los fármacos 

antidepresivos de uso clínico actúan bloqueando estos dos transportadores, 

incrementando la fracción activa de los respectivos neurotransmisores en la 

sinapsis. Adaptado de Torres et al., 2003. 
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Otros fármacos monoaminérgicos incluyen los NERI (reboxetina, atomoxetina, etc.), 

que actúan como inhibidores de la recaptación de NE al bloquear selectivamente el 

NET y los antidepresivos atípicos mirtazapina y mianserina, antagonistas de los 

receptores 5-HT2, α2 adrenérgico e histaminérgico 1, que incrementan la 

neurotransmisión serotoninérgica y noradrenérgica (Pinder and Van Delft, 1983; 

Anttila and Leinonen, 2001). También los antagonistas del receptor 5-HT1A pueden 

mejorar los efectos clínicos de los antidepresivos evitando la activación del feedback 

negativo mediado por el autoreceptor 5-HT1A (Artigas, 1993). Estudios clínicos 

observaron que el antagonista doble de los receptores 5-HT1A y β adrenérgico 

pindolol acelera la respuesta antidepresiva en pacientes con depresión no tratados 

(Artigas et al., 1994, 1996; Blier and Bergeron, 1995; Perez et al., 1997). Otros 

estudios clínicos han mostrado que los antipsicóticos atípicos (antagonistas de los 

receptores de dopamina D2 y 5-HT2A) incrementan la respuesta clínica de los SSRI en 

pacientes resistentes a tratamiento (Shelton et al., 2001; Barbee et al., 2004; Berman 

et al., 2007; Carvalho et al., 2009). 

A nivel preclínico también se ha estudiado la acción de otros compuestos sobre 

receptores de 5-HT diferentes a los mencionados hasta ahora. Así por ejemplo, se ha 

observado que el antagonista del receptor 5-HT1B CP94253 y los agonistas del 

receptor 5-HT2B (BW723C86) y 5-HT2C (WAY161503, RO60-0175 y RO60-0332) 

disminuyen el tiempo de inmovilidad en el FST (Cryan and Lucki, 2000; Tatarczynska 

et al., 2004; Diaz et al., 2012). También se ha comprobado que el antagonista del 

receptor 5-HT3 ondansetron potencia el incremento de la concentración extracelular 

de 5-HT producida por el SSRI citalopram en el prosencéfalo de rata (Mork et al., 

2012).  Otro estudio preclínico en ratas mostró que los agonistas del receptor 5-HT4 

RS67333 y prucalopride disminuyen la inmovilidad en el FST y modifican parámetros, 

considerados marcadores de la acción antidepresiva, como son la desensibilización 

del autoreceptor 5-HT1A, el incremento de la fosforilación de CREB y la neurogénesis 

en el HPC (Lucas et al., 2007). También se han observado efectos antidepresivos en 

rata y ratón de antagonistas del receptor 5-HT6 (SB399885) y 5-HT7 (SB269970), como 

por ejemplo la reducción de la inmovilidad en el TST y el FST (Wesolowska et al., 

2006; Wesolowska and Nikiforuk, 2007).  
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En conjunto, aunque los estudios de agonistas y antagonistas arriba mencionados 

sugieren que los receptores de 5-HT pueden ser dianas potenciales de nuevos 

fármacos antidepresivos, su modulación individual no ofrece los beneficios 

farmacológicos de los tratamientos con los SSRIs y SNRIs. En este sentido, se están 

desarrollando fármacos antidepresivos que además de bloquear el SERT presentan 

múltiples afinidades para distintos receptores de 5-HT, como por ejemplo la 

vilazodona (inhibidor del SERT y agonista parcial del receptor 5-HT1A) y la vortioxetina 

(inhibidor del SERT, agonista parcial del receptor 5-HT1A y antagonista de los 

receptores 5-HT3, 5-HT1B y 5-HT7) (Artigas, 2015). 

A pesar de la gran variedad de estrategias monoaminérgicas disponibles para tratar la 

depresión, solo una pequeña proporción de los pacientes responden a estos 

tratamientos, lo que en conjunto, plantea la necesidad de desarrollar nuevas 

estrategias terapéuticas que superen las limitaciones de los fármacos de acción 

monoaminérgica actuales: baja eficacia y lentitud de acción. 

1.5.2. Otras terapias para el tratamiento de la depresión  

Los tratamientos para la depresión más comunes incluyen los fármacos 

antidepresivos descritos en el apartado anterior, la psicoterapia y la combinación de 

ambos. Se ha demostrado la utilidad de la psicoterapia para tratar casos de depresión 

poco severos evitando así el uso de fármacos (Weissman et al., 1979; Kovacs et al., 

1981; Rush and Thase, 1998; Hollon et al., 2002). Aunque la combinación de fármacos 

antidepresivos y psicoterapia proporciona solo cierta mejoría, en algunos pacientes la 

terapia combinada es mucha más efectiva que la medicación o la psicoterapia solas 

(Weissman et al., 1979; Thase et al., 1997; Keller et al., 2000; Nemeroff et al., 2003). 

Otro tipo de terapia antidepresiva menos frecuente, aunque de rápido efecto 

antidepresivo son las manipulaciones del ciclo sueño-vigilia, incluyendo deprivaciones 

del sueño parciales o totales. Se cree que el efecto terapéutico de esta práctica 

puede ser debido a un reajuste en la homeostasis del ciclo sueño-vigilia (Wirz-Justice 

and Van den Hoofdakker, 1999; Wirz-Justice, 2006).  
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En depresiones severas resistentes a tratamientos farmacológicos se puede recurrir a 

intervenciones como la ECT (Nobler et al., 2000; Khlid et al., 2008; Dukart, 2014), la 

estimulación magnética transcranial (Levkovitz et al., 2009; Rosenberg et al., 2011; 

Gaynes et al., 2014; Janicak and Dokucu, 2015) y la terapia magnética convulsiva, que 

combina aspectos terapéuticos de las dos anteriores (Lisanby et al., 2000; Kayser et 

al., 2011, 2015), o bien a intervenciones invasivas que requieren cirugía cerebral 

como la estimulación del nervio vagal (Nahas et al., 2005; Dorr and Debonnel, 2006; 

Schlaepfer et al., 2008; Shah et al., 2014) y la DBS (Mayberg et al., 2005; McNeely et 

al., 2008; Malone et al., 2009; Kennedy et al., 2011; Puigdemont et al., 2012). Aunque 

todas estas intervenciones ofrecen una oportunidad de mejora para aquellos 

pacientes resistentes a tratamiento, hay que tener presente su limitada 

disponibilidad y la falta de datos de eficacia a largo plazo, por lo que el paciente se 

enfrenta a una terapia de ensayo-error (Bewernick and Schlaepfer, 2015). 

Otros tratamientos antidepresivos experimentales que aparecen en la literatura son: 

antagonistas de los receptores κ de opioides, agonistas y antagonistas del receptor 

CB1 de cannabinoides, inhibidores de las histonas deacetilasas, antagonistas del 

receptor de CRH 1, antagonistas de los receptores de glucocorticoides, antagonistas 

del receptor V1b de vasopresina y antagonistas del receptor NK1 del neuropéptido P, 

entre otros (Berton and Nestler, 2006; Artigas, 2015).  

1.5.3. Fármacos experimentales de acción rápida 

Ensayos clínicos han constatado que 

la administración intravenosa o 

intranasal de una única dosis 

subanestésica del antagonista no 

competitivo del receptor NMDA 

ketamina, produce efectos 

antidepresivos en pocas horas y que 

pueden permanecer por una semana 

en pacientes con depresión unipolar 

Figura 14. Efectos antidepresivos muy rápidos del tratamiento 

con ketamina. Puntuación en la escala de Hamilton 21 a lo 

largo de una semana de pacientes con depresión tratados con 

ketamina o placebo. Una sola dosis de ketamina intravenosa 

es suficiente para producir efecto antidepresivo en tan solo 2 

horas después de su administración y de hasta 7 días de 

duración. Adaptado de Zarate et al., 2006. 
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o bipolar resistentes a otros tratamientos (ver figura 14) (Berman et al., 2000; Zarate 

et al., 2006, 2012; Diazgranados et al., 2010; Lapidus et al., 2014). Se cree que el 

mecanismo de acción implica el bloqueo preferencial del receptor NMDA presente en 

las interneuronas GABAérgicas, desinhibiendo así la transmisión glutamatérgica 

(Homayoun and Moghaddam, 2007) y favoreciendo la plasticidad neuronal y 

sinaptogénesis en la PFC y circuitos cerebrales implicados en emoción y cognición (Li 

et al., 2010; Duman and Aghajanian, 2012). Sin embargo, el efecto psicotomimético 

de la ketamina precede la acción antidepresiva, lo que pone en duda la utilidad de la 

ketamina en la práctica clínica. 

Actualmente, existen ensayos clínicos con otros antagonistas del receptor NMDA 

como lanicemina (Zarate et al., 2013; Sanacora et al., 2014) o antagonistas selectivos 

de la subunidad NR2B del receptor NMDA (CP-101.606 o Ro 25-6981) (Duman et al., 

2012), con el fin de lograr efectos terapéuticos similares a la ketamina evitando los 

efectos adversos. Además, se está evaluando también la combinación de ketamina 

con bajas dosis de sales de litio a fin de obtener efectos antidepresivos rápidos con 

menores efectos adversos (Ghasemi et al., 2010; Liu et al., 2013; Duman, 2014). 

Recientemente se han reportado también efectos antidepresivos rápidos con una 

única dosis de escopolamina intravenosa en pacientes con depresión unipolar o 

bipolar (Furey and Drevets, 2006; Drevets and Furey, 2010). Este fármaco es un 

antagonista del receptor muscarínico tipo M1 de acetilcolina, y como en el caso de la 

ketamina, se propone que las acciones antidepresivas de la escopolamina son 

mediadas por las neuronas GABAérgicas en la PFC (Wohleb et al., 2016). El 

antagonismo del receptor M1 sobre las neuronas GABAérgicas, permitiría la 

deshibición de las neuronas piramidales glutamatérgicas resultando en un 

incremento de la liberación y señalización mediada por glutamato y por consiguiente 

la aparición de la respuesta antidepresiva.  

Aunque se requieren muchos más estudios preclínicos y clínicos asociados a estos 

fármacos, las propiedades antidepresivas tan rápidas ponen en relieve la importancia 

del sistema glutamatérgico en la búsqueda de nuevas dianas para el desarrollo de 

fármacos antidepresivos eficaces y de acción rápida. 
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La farmacología antidepresiva tiene gran necesidad de nuevas dianas y estrategias 

que, además de ser más eficaces y de acción más rápida que las drogas 

monoaminérgicas actuales, deberían también estar libres de los efectos secundarios 

adversos como los psicotomiméticos y disociativos de la ketamina. La presente Tesis 

aborda el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en depresión basadas en el 

uso del RNA interferente (RNAi; RNA interference) para regular la expresión de dianas 

clásicas como el receptor 5-HT1A y el SERT o nuevas dianas con potencial 

antidepresivo como el canal de potasio sensor de ácido semejante a TWIK “3” 

(TASK3; TWIK-related acid-sensing K
+
 channel 3). 
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1.6. Canales de Potasio 

La versatilidad de la actividad eléctrica neuronal está regulada en gran parte por la 

expresión de diferentes clases de canales de potasio. Estos, agrupan 79 genes que 

codifican para una subunidad transmembrana conductora del ion, o subunidad α 

(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/183). Acorde con su 

homología y aspectos funcionales, se dividen en cuatro familias: 1) canales de 

potasio activados por voltaje (Kv; voltage-gated potassium channels), que se abren 

en respuesta a la despolarización de la membrana contribuyendo así a la 

repolarización y terminación del potencial de acción (flujo de corriente desde el 

interior hacia el exterior celular), 2) canales de potasio activados por calcio (KCa; 

calcium-activated potassium channel), sensibles al incremento del Ca2+ intracelular, 

3) canales de potasio rectificadores internos (Kir; inwardly rectifying potassium 

channels) activos a potenciales por debajo del potencial de equilibrio y regulados por 

moduladores de la actividad celular tales 

como las proteínas G (subfamilia GIRK), 

nucleótidos o poliaminas (flujo de 

corriente desde el exterior hacia el 

interior) y, 4) la familia de canales de 

potasio con dos dominios de poro (K2P; 

two-pore domain potassium channel) de 

interés en la presente Tesis. Esta última 

familia recibe su nombre en base a la 

diferente topología respecto a las otras familias: mientras todos los miembros de las 

diferentes familias presentan un único dominio de poro (P) en cada subunidad α, los 

canales K2P contienen dos (ver figura 15). Cualquier canal de potasio para ser 

funcional ha de contener cuatro dominios P para formar el poro conductor de potasio 

(Doyle et al., 1998).  Por consiguiente, los canales K2P dimerizan, hecho que los 

distingue y caracteriza frente a las otras familias de canales que tetramerizan (Lesage 

Figura 15. Representación esquemática de la topología 

de una subunidad K2P. Los segmentos transmembrana 

se indican con cilindros azules (TMS1-4). Adaptado de 

Enyedi and Czirják, 2010. 
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and Lazdunski, 2000; Talley and Bayliss, 2002; Berg et al., 2004; Hwang et al, 2014; 

Levitz et al., 2016). 

Los canales K2P se expresan de modo abundante en el CNS, tanto en células gliales 

como en las neuronas (Talley et al., 2001; Trimmer, 2015). Éstos generan corrientes 

débiles que contribuyen a establecer el potencial de reposo de la membrana 

regulando la excitabilidad de las neuronas (Aller et al., 2005). A nivel de la glía 

participan, por ejemplo, en la modulación de la liberación de glutamato astrocítico 

contribuyendo a la homeostasia de la neurotransmisión glutamatérgica (Woo et al., 

2012). A nivel funcional, los canales K2P responden a una gran variedad de estímulos 

fisiológicos como el pH interno, neurotransmisores, segundos mensajeros acoplados 

a receptores de membrana que señalizan a través de proteína G (cAMP, IP3, Ca2+, PKA 

y PKC), temperatura, lípidos celulares (fosfolípidos, lisofosfolípidos, ácidos grasos 

insaturados, etc.), así como otros estímulos no fisiológicos incluidos los anestésicos 

volátiles (cloroformo, halotano, isoflurano) y los agentes farmacológicos (riluzol, 

fluoxetina) (Patel et al., 1998; Lesage and Lazdunski, 2000; Maingret et al., 2000; 

Talley et al., 2000; Bayliss et al., 2001; Talley and Bayliss, 2002; Berg et al., 2004; 

Kennard et al., 2005; Mathie, 2007; Cadaveira-Mosquera et al., 2011; Xi et al., 2011). 

En mamíferos, la familia K2P está formada por 15 miembros divididos en 6 

subfamilias: 1) canales de potasio rectificadores internos débiles con dominio de poro 

en tándem (TWIK; tandem pore domain weak inwardly rectifying K
+
 channel), 

incluyen TWIK1, TWIK2 y KCNK7; 2) 

canales de potasio TASK, incluyen 

TASK1, TASK3 y TASK5; 3) canales de 

potasio TREK, incluyen TREK1, TREK2 

y TRAAK; 4) canales de potasio 

activados por alcalinidad semejantes 

a TWIK (TALK; TWIK-related alkaline-

activated K
+
 channel), incluyen TALK1, 

TALK2 y TASK2; 5) canales de potasio 

inhibidos por halotano semejantes a 

Figura 16. Familia de los canales K2P. Los 15 miembros están 

clasificados en seis subfamilias diferentes simbolizadas con 

ramas de diferente color. Adaptado de Borsotto et al., 2015. 
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TWIK (THIK; TWIK-related halothane-inhibited K
+
 channel), incluyen THIK1 y THIK2; y 

6) canales de potasio de médula espinal semejantes a TWIK (TRESK; TWIK-related 

spinal cord K
+
 channel) formado por un único miembro denominado igual que la 

subfamilia (ver figura 16) (Enyedi and Czirják, 2010). En condiciones fisiológicas todos 

ellos funcionan como rectificadores abiertos (flujo de corriente desde el interior hacia 

el exterior según gradiente de concentración) a excepción de TWIK1 y TWIK2, que lo 

hacen como rectificadores internos (Lesage et al., 1996; Honoré, 2007; Chen et al., 

2014). Por otro lado, algunos canales como el TREK1 o TASK3, están 

constitutivamente abiertos en reposo, cerrándose en respuesta a la activación de 

receptores acoplados a proteína G, (Dupart et al., 1997; Talley et al., 2000; Bayliss et 

al., 2001; Mathie, 2007). Otros miembros de la familia K2P, inactivos en reposo, 

requieren de un estímulo para abrirse (Patel et al., 1998; Maingret et al., 2000).  

En los últimos años, estudios realizados 

en primates no humanos y en seres 

humanos han sugerido que los canales 

TASK3 y TREK1 podrían contribuir a la 

fisiopatología de la depresión (ver figura 

17) (Perlis et al., 2008; Dillon et al., 2010; 

Bogdan et al., 2011; Borsotto et al., 

2015). En modelos animales se ha 

mostrado que ambos genotipos de 

ratones nulos para los canales TREK1 o 

TASK3 (knockout) muestran 

comportamientos de tipo antidepresivo 

(Heurteaux et al., 2006; Bayliss and 

Barrett, 2008; Gotter et al., 2011). Utilizando paradigmas comportamentales, tales 

como FST, TST o test de supresión de la ingesta por novedad (NSFT; novelty 

suppressed feeding test), se ha observado que los ratones knockout para estos 

canales son más resistentes a mostrar síntomas de tipo depresivo que los controles, 

comportándose de modo similar a aquellos ratones tratados con fluoxetina o 

paroxetina (Heurteaux et al., 2006; Gotter et al., 2011). Se ha observado también que 

Figura 17. Esquema representado el rol de los canales 

TREK1 y TASK3 en diferentes procesos fisiológicos y 

patológicos. Las flechas verdes y rojas indican la apertura o 

cierre del canal, respectivamente, implicado en cada 

proceso. Notar que ambos canales TREK1 y TASK3 ejercen 

una influencia positiva en depresión cuando permanecen 

cerrados. Adaptado de Borsotto et al., 2015. 
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ratones knockout para TREK1 muestran una respuesta de tipo ansiosa en el campo 

abierto (OF; open field) (Mirkovic et al., 2012). Asimismo, se ha descrito que ratones 

deficientes para el canal TASK3 presentan alteraciones en el ciclo sueño-vigilia, 

supresión del sueño REM e incremento de la temperatura corporal (Gotter et al., 

2011), signos característicos del estado de ánimo elevado y de la acción antidepresiva 

(Wirz-Justice, 2006).  

Ambos canales, TREK1 y TASK3, se expresan en la PFC y el HPC (Fink et al., 1996; 

Talley et al., 2001), áreas cerebrales implicadas en los aspectos cognitivos de la 

depresión como los problemas de memoria, sentimiento de culpa o la desesperación. 

También se encuentran expresados en AMG e Hyp, áreas cerebrales involucradas con 

la memoria emocional y la anhedonia descritas en depresión (Maingret et al., 2000; 

Talley et al., 2001; Nestler et al., 2002). Además, los canales TREK1 y TASK3 se 

expresan de modo abundante en los núcleos monoaminérgicos del DR y LC, 

precisamente en las neuronas serotoninérgicas y noradrenérgicas (Talley et al., 2001; 

Marinc et al., 2011).    

En el caso del canal TREK1, mucho más documentado que el canal TASK3, se ha 

observado que la fluoxetina bloquea directamente el canal, sugiriendo que parte del 

mecanismo de acción de este fármaco involucra a TREK1 (Kennard et al., 2005; 

Sandoz et al., 2011; Xi et al., 2011). 

En este sentido, se han 

desarrollado otros compuestos 

que antagonizan selectivamente 

TREK1 tales como SID1900 y spadin 

con potencial antidepresivo 

(Mazella et al., 2010; Borsotto et 

al., 2015; Ye et al., 2015). Se ha 

descrito que estos compuestos 

producen respuestas de tipo 

antidepresivas en el FST y TST, 

aumentan la frecuencia de 

Figura 18. Diferentes tipos de proteína G actúan sobre los canales 

TREK para regular su actividad. (a) La inhibición de los canales TREK 

por la activación de la proteína Gq esta mediada por PKC o por la 

depleción de PIP2. (b) La actividad de los canales TREK puede ser 

incrementada o disminuida por Gi y Gs, respectivamente, por la 

modulación de los niveles intracelulares de cAMP. Adaptado de 

Mathie, 2007. 
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descarga de las neuronas serotoninérgicas en el DR y estimulan la neurogénesis en el 

HPC de ratones (Mazella et al., 2010; Ye et al., 2015). Además, ambos compuestos 

(SID1900 y spadin) incrementaron la señalización PKA-CREB-BDNF en el HPC, PFC y 

DR, efecto mayor en presencia del agonista del receptor 5-HT1A 7-(dipropilamino)-

5,6,7,8-tetrahidronaftalen-1-ol (8-OH-DPAT; 7-(Dipropylamino)-5,6,7,8-

tetrahydronaphthalen-1-ol) y revertido por el antagonista WAY100635 (Ye et al., 

2015). En concordancia con esta sinergia con el receptor 5-HT1A, se conoce que TREK1 

está regulado por neurotransmisores que inducen fluctuaciones de cAMP a través de 

receptores acoplados a proteína Gi o Gs (Fink et al., 1996; Patel et al., 1998; Bang et 

al., 2000; Lesage et al., 2000; Bockenhauer et al., 2001; Heurteaux et al., 2006) como 

también por aquellos que activan proteína Gq (ver figura 18) (Fink et al., 1996; Lesage 

and Lazdunski, 2000; Lesage et al., 2000; Czirjak and Enyedi, 2002; Chemin et al., 

2003; Enyeart et al., 2005; Lopes et al., 2005; Murbartián et al., 2005).  

 Con respecto al canal TASK3, se han descrito algunos compuestos capaces de inhibir 

de modo no selectivo el canal TASK3 como por ejemplo el Zn2+ y el rojo rutenio así 

como agonistas cannabinoides como la anandamida, la metanandamida y el WIN212-

2 (Maingret et al., 2001; Czirják and Enyedi, 2002, 2003; Berg et al., 2004; Veale et al., 

2007b; Mathie et al., 2010). Varios estudios han observado que los agonistas 

cannabinoides producen efectos de tipo antidepresivo en modelos murinos, como 

reducción de la inmovilidad en el TST y FST, aumento de la neurogénesis en el DG del 

HPC, así como incremento de la frecuencia de descarga de las neuronas 

serotoninérgicas del DR y noradrenérgicas del LC (Gobbi et al., 2005; Jiang et al., 

2005; Zhong et al., 2014). No obstante, el bloqueo de TASK3 con estas drogas no 

selectivas, puede inducir efectos adversos como ataxia y otras alteraciones del 

movimiento. Aunque se ha identificado un antagonista selectivo para TASK3 (con 

base 5,6,7,8-tetrahidropirido[4,3-d]pirimidina) capaz de modular los patrones del 

sueño en modelos murinos de electroencefalograma (Coburn et al., 2012), su 

potencial como fármaco antidepresivo aún necesita ser validado. 

A nivel de la señalización, parece que TASK3 es inhibido por la activación de 

receptores acoplados a proteína Gq (Mathie, 2007). Aunque la secuencia de eventos 
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subsecuentes a la activación de la proteína 

Gq que lleva a la inhibición del canal no 

está bien establecida, estudios in vitro han 

sugerido que puede ser inhibido por PKC 

(Vega-Saenz de Miera et al., 2001; Veale et 

al., 2006a), directamente por la proteína 

Gq (Chen et al., 2006) o por la hidrólisis del 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2; 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) (ver 

figura 19) (Lopes et al., 2005). No 

obstante, otros estudios han encontrado 

resultados opuestos, no detectando 

inhibición de TASK3 mediada por PKC u 

obteniendo su inhibición independiente de 

PIP2 (Kim et al., 2000; Meadows and Randall, 2001; Chemin et al., 2003; Chen et al., 

2006). Por otro parte, también se ha observado que TASK3 puede ser inhibido 

cuando el pH desciende por debajo de 6.4 y también, aunque más débilmente, por la 

acción de la PKA (Meadows and Randall, 2001; Berg et al., 2004). 

El conocimiento acerca de la modulación fisiológica de TASK3 es limitado. Esto es 

consecuencia, en parte, de la escasa disponibilidad de compuestos selectivos para 

este canal. Además, los canales K2P tienen una distribución ubica en el cerebro y 

TASK3 no es la excepción. Los canales K2P de potasio mantienen el potencial de 

reposo de membrana, vital para el mantenimiento de la homeostasia celular. Si lo 

que se desea es modular la expresión/función del canal TASK3 en un área cerebral o 

población neuronal concreta, se deberá diseñar y generar nuevas estrategias basadas 

por ejemplo en el RNAi, uno de los objetivos principales de la presente Tesis.  

Figura 19. Hipótesis que relacionan la inhibición del 

canal TASK3 con la proteína Gq. (a) La inhibición de 

TASK3 esta mediada por uno o más productos de la 

hidrólisis de PIP2. (b) PIP2 mantiene TASK3 abierto. La 

llegada de estímulo produce su hidrólisis e inhibición. 

(c) Gαq actúa directamente sobre TASK3 inhibiéndolo. 

Adaptado de Mathie, 2007. 
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1.7. RNA de interferencia 

Como se ha mencionado previamente, la depresión es un trastorno complejo que 

resulta de la interacción de factores neurobiológicos, genéticos, culturales y 

ambientales. Existen evidencias crecientes que la depresión se asocia con: i) 

alteraciones de la plasticidad estructural y sináptica, ii) patologías relacionada con el 

estrés y sistema inmunitario, y iii) en cierta medida, polimorfismos genéticos (Peña et 

al, 2014; Ota and Duman, 2013; Sequeira and Turecki, 2006). El procesamiento 

aberrante de la información a través de redes celulares en los circuitos del estado de 

ánimo y la cognición puede conducir a alteraciones de la plasticidad sináptica y 

estructural, lo que lleva al final a la aparición de los síntomas de la depresión. Las 

investigaciones realizadas durante la última década han permitido identificar 

mecanismos epigenéticos como efectores importantes para regular los programas de 

la expresión de genes asociados con depresión, acción antidepresiva y la resistencia a 

la depresión en modelos animales (Sun et al., 2013).   

Más recientemente, los RNAs pequeños no codificantes (ncRNAs; non-coding RNA) 

endógenos, entre ellos los miRNAs, han surgido como reguladores post-

transcripcionales de la expresión génica. Los miRNAs juegan un papel en casi todos 

los procesos biológicos, tales como la proliferación celular, el desarrollo, la 

diferenciación, y la muerte celular programada. Más de 1400 miRNAs han sido ya 

identificados, cada uno de los cuales puede regular la expresión de un gran número 

de moléculas diferentes de mRNA, evidenciando su papel crucial como 

determinantes de la homeostasia celular (Lin y Gregory, 2015). Los miRNAs pueden 

no sólo evitar la traducción de su mRNA diana o promover su degradación, sino que 

también pueden actuar como activadores de la traducción o incluso impedir la 

transcripción mediante la unión a promotores de genes (Krol et al., 2010). Dada la 

complejidad celular y transcripcional del sistema nervioso, no es sorprendente que 

aproximadamente el 75% de los miRNAs identificados se expresen en el cerebro en 

comparación con otros tejidos (Kosik, 2006). 



Albert Ferrés Coy 

- 72 - 

Los primeros estudios de localización han mostrado que los miRNAs se expresan en 

diferentes áreas del cerebro. Sin embargo, el uso de las nuevas tecnologías ha 

permitido identificar la distribución cerebral de los miRNAs a nivel celular y 

subcelular. Por ejemplo, utilizando técnicas de inmunoprecipitación en ratones 

transgénicos, a los que mediante el sistema Cre/Lox se ha introducido un epítopo a la 

proteína Ago2 en un tipo neuronal concreto, ha sido posible identificar el perfil de 

expresión de aproximadamente 480 miRNA en neuronas glutamatérgicas y en 

diferentes subtipos de interneuronas GABAérgicas de la PFC (He et al., 2012). Del 

mismo modo, los transcritos de miRNAs se procesan no solo dentro del núcleo sino 

también en las dendritas, estando altamente enriquecidos en las sinapsis 

(Smalheiser, 2014). 

Los miRNAs cerebrales contribuyen tanto al desarrollo del cerebro como a la función 

neuronal, incluyendo procesos como la neurogénesis, diferenciación neuronal y 

sinaptogénesis, ofreciendo muchas oportunidades para modular “finamente” las 

propiedades funcionales de las subpoblaciones neuronales (Mercer et al, 2008; Sun 

et al., 2015). Por otra parte, los miRNAs juegan un papel crítico en la determinación 

del destino celular de las neuronas y la glía mediante la supresión de genes 

específicos. De este modo, ambos miR-124 y miR-29 se encuentran entre los miRNAs 

mejor estudiados y se ha demostrado que regulan la diferenciación de los 

progenitores en las vías neuronales o gliales. Mientras el miR-124 y el miR-128 se 

expresan principalmente en las neuronas, el miR-23, el miR-26 y el miR-29 se 

producen en grandes cantidades en los astrocitos (Krichevsky et al., 2006; Makeyev 

et al., 2007; Sun et al, 2015). La desregulación del miR-124 se ha relacionado con la 

neurodegeneración, trastornos de la inmunidad del CNS y el estrés entre otros (Sun 

et al., 2015). Algunos miRNAs están implicados en funciones neurológicas tales como 

el aprendizaje y la memoria. Así, se ha sugerido que el miR-132, el miR-134 y el miR-

let-7 desempeñan un papel crucial en la formación y la plasticidad de las sinapsis, 

mientras que otros como el miR-124a y el miR-125b se han asociado con el 

crecimiento de los axones (Vo et al., 2005;. Schratt et al, 2006). Los datos 

actualmente disponibles indican que los miRNAs pueden ser importantes reguladores 

celulares que contribuyen a la función cerebral normal y patológica (Alural et al 2016; 
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Dwivedi, 2016). Los cambios en la expresión y la función de los miRNAs están 

implicados en la fisiopatología del trastorno depresivo así como en las acciones 

antidepresivas. Dada la necesidad crítica de descubrir nuevos marcadores 

diagnósticos y tratamientos para la depresión, es imprescindible ampliar el foco de 

los estudios genómicos para incluir el papel de los ncRNAs: miRNAs y siRNAs. Estos 

últimos representan el objetivo central de la presente Tesis.  

1.7.1. Mecanismo RNAi 

El RNAi es un proceso endógeno implicado en la defensa celular contra las 

infecciones virales, en el control de la expresión y la movilidad de los transposones y, 

en la regulación de la expresión génica endógena (Hannon, 2002). Evolutivamente 

conservado desde las plantas hasta los mamíferos, fue originalmente identificado en 

C. Elegans por Andrew Fire y Craig Mello, descubrimiento que les valió el Premio 

Nobel de Fisiología o Medicina en el año 2006 (Fire et al., 1998; Elbashir et al., 2001). 

A grandes rasgos, el RNAi se refiere al proceso por el cual moléculas de RNA de doble 

hebra (dsRNA; double-stranded RNA), como miRNAs y siRNAs, silencian un gen diana 

a través de la degradación específica del mRNA o del bloqueo de la traducción. 

Concretamente, los genes que codifican los miRNAs son transcritos por la RNA 

polimerasa II generando los miRNA primarios (pri-miRNAs; primary miRNA) de entre 

50 y 120 nucleótidos de largo (Lee et al., 2004). Entonces, y aún en el núcleo, los pri-

miRNAs son escindidos a precursor de miRNA (pre-miRNA; precursor-miRNA) por un 

complejo multiproteico que incluye DGCR8 y la ribonucleasa Drosha (Lee et al., 

2003). Los pre-miRNAs son ahora reconocidos por la exportina 5 y transportados al 

citoplasma, donde la endoribonucleasa Dicer y la proteína TRBP generan ya los 

miRNAs maduros (Park et al., 2011), en otras palabras, moléculas de RNA de cadena 

simple (ssRNA; single-stranded RNA) de aproximadamente 22 bases (Bartel, 2004). 

Finalmente, el miRNA maduro es integrado al complejo silenciador inducido por RNA 

(RISC; RNA-induced silencing complex) en una serie de pasos en que se incorporan las 

proteínas Ago2, GW182 y FMRP (Im and Kenny, 2012), formando un complejo capaz 

de reconocer e inhibir el mRNA diana. Según el grado de complementariedad del 
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mRNA diana con la hebra del miRNA, el silenciamiento puede ser por degradación del 

mRNA (complementariedad perfecta) o represión de la traducción 

(complementariedad imperfecta) (ver figura 20) (Humphreys et al., 2005).  

La maquinaria que forma el sistema 

RNAi puede ser manipulada 

mediante la introducción de siRNAs 

exógenos, o mediante la 

transfección de vectores que 

codifican para RNAs cortos en 

horquilla (shRNA; short hairpin 

RNA), así como otros vectores 

basados en miRNAs (ver figura 20) 

(Brummelkamp et al., 2002; 

Paddison et al., 2002; Silva et al., 

2005; Stegmeier et al., 2005; Gao 

and Zhang, 2007; Boudreau et al., 

2011; Boudreau and Davidson, 

2012). Por lo tanto, el RNAi puede 

ser utilizado en neurociencia con 

dos enfoques diferentes. En primer 

lugar, el RNAi puede servir como 

una herramienta biológica para 

entender el papel de los diferentes 

genes candidatos que han sido 

implicados en la neurobiología de 

los trastornos neuropsiquiátricos. 

En segundo lugar, el RNAi puede ser utilizado como una herramienta terapéutica 

para silenciar los genes diana en el proceso de la enfermedad. Sin embargo, a pesar 

de su potencial terapéutico prometedor, la utilidad in vivo del RNAi está limitada 

principalmente por nuestra capacidad para introducir los siRNAs en el área de 

interés, siendo este uno de los grandes desafíos de la presente Tesis.  

Figura 20. Representación esquemática del mecanismo bioquímico 

del RNAi. Brevemente, los genes que codifican para miRNAs son 

transcritos a pri-miRNAs, escindidos por el complejo Drosha-DGCR8 

a pre-miRNA y traslocados al citosol por la exportina 5. En el 

citoplasma celular, Dicer escinde el pre-miRNA formando el miRNA 

funcional que es incorporado al RISC en una secuencia de eventos 

regulados por Dicer, Ago2 y otras proteínas reguladoras. 

Finalmente, el miRNA guía todo el complejo ribonucleoproteico al 

mRNA diana por interacción de complementariedad de bases 

conduciendo a la desestabilización y represión de la traducción o 

provocando la degradación del mRNA. La inhibición de la expresión 

génica puede ser manipulada externamente cuando una molécula 

de siRNA sintético alcanza el compartimiento intracelular después 

de su aplicación. Adaptado de Bortolozzi et al., 2014. 
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1.7.2. Consideraciones para el uso in vivo de siRNAs 

Los siRNAs son moléculas de dsRNA sintéticas de 21-23 pares de bases diseñadas 

específicamente para silenciar la expresión de genes diana. Estos dsRNAs son 

procesados por la maquinaria RNAi endógena después de ser introducidos en las 

células (ver figura 20). A diferencia de los miRNAs, la hebra antisentido del siRNA 

presenta una complementariedad de bases perfecta con el mRNA diana, de modo 

que provoca la degradación del mRNA. Debido a que pueden silenciar de manera 

eficiente y específica la expresión de genes, los siRNAs se convierten en herramientas 

útiles para estudiar la función de genes individuales, tanto in vitro como in vivo, y 

representan una nueva clase de terapia atractiva especialmente para pacientes con 

trastornos cerebrales y otras enfermedades no tratables con la farmacología 

disponible (Ozcan et al., 2015). 

A pesar de las ventajas que ofrecen los siRNAs para el tratamiento potencial de las 

enfermedades cerebrales, aún quedan muchos retos por resolver, incluyendo: 1) los 

efectos off-target, 2) la degradación rápida de las moléculas de siRNAs, 3) la 

generación de respuesta inmune, 4) la captación celular in vivo limitada, y 5) la 

selectividad celular. El diseño racional de secuencias de siRNAs, el desarrollo de 

modelos predictivos basados en algoritmos de segunda generación, la presencia de 

modificaciones químicas y la utilización de nanoportadores ofrecen oportunidades 

significativas para superar algunos de los problemas anteriores. 

Aunque los siRNAs están diseñados para reconocer una diana específica, también 

podrían silenciar a un número desconocido de genes no deseados. Estos efectos off-

target pueden ocurrir de dos maneras. Por un lado, los siRNAs pueden presentar una 

complementariedad imperfecta con un mRNA, diferente a su diana, manteniendo la 

capacidad de reprimir su traducción (Snove et al., 2004). Los miRNAs reconocen sus 

dianas principalmente por complementariedad de bases con sus regiones seed 

(nucleótidos 2-8). La complementariedad con el resto de nucleótidos es menos 

importante para el reconocimiento. Debido a que los siRNAs son prácticamente 

idénticos a los miRNAs, estos pueden reconocer otros mRNAs con su región seed 

produciendo la represión de un número impredecible de mRNAs. Por otro lado, los 
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siRNAs pueden introducirse en vías de miRNAs endógenos y reprimir la expresión de 

uno o más mRNAs por unión con sus regiones 3’ no traducidas (3’UTR; 3’ 

untranslated region) (Doench et al., 2003). Se están invirtiendo muchos esfuerzos, 

incluyendo modificaciones químicas de las secuencias de siRNAs y variaciones en su 

diseño, para limitar el riesgo de efectos off-target sin reducir la potencia del siRNA. 

En cuanto a la eficacia de los siRNAs, las primeras investigaciones mostraron que no 

todos los siRNAs son equipotentes. Se describió que distintos siRNAs dirigidos a 

diferentes regiones de la misma secuencia de mRNA tienen diferentes eficacias, y que 

solamente una pequeña fracción de los siRNAs son funcionales en células de 

mamífero. Por ejemplo, entre diferentes siRNAs seleccionados aleatoriamente, se 

observó que el 58-78% de estos inducen un silenciamiento con una eficacia superior 

al 50% y que solo un 11-18% de ellos produce silenciamientos del orden del 90-95% 

(Chalk et al., 2004). El diseño de la primera generación de siRNAs validados se 

focalizó en características específicas del propio siRNA como el contenido en guanina-

citosina y la termolabilidad general, con poca o ninguna consideración respecto la 

estructura del mRNA diana. Más recientemente se han desarrollado nuevos 

algoritmos de segunda generación para el diseño de moléculas de siRNA teniendo en 

cuenta además, la estructura del mRNA diana para maximizar la potencia de 

silenciamiento de una región en particular (Rettig and Behlke, 2012; Ozcan et al., 

2015). 

Por otra parte, se ha reportado que el mecanismo de RNAi está implicado en la 

respuesta inmune. Varios estudios han revelado que los siRNAs pueden activar la 

inmunidad innata mediante la inducción de la expresión del interferón, incluso a 

dosis muy bajas (Judge et al., 2005; Robbins et al., 2008). La proteína quinasa R (PKR; 

protein kinase R) y tres vías de señalización de receptores semejantes a toll (TLR; toll-

like receptors) pueden estar implicadas en la activación inmunológica de los siRNAs, 

independientemente de su secuencia. Además, la propia secuencia del siRNA puede 

estimular la producción de citoquinas proinflamatorias a través de la activación de los 

receptores TLR7 y TLR8. Algunas secuencias de oligonucleótidos como 5′-UGUGU-3′ 

(Judge et al., 2005) o 5′-GUCCUUCAA-3′ (Hornung et al., 2005) así como el contendido 
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en uridina de las secuencias de siRNAs han sido identificadas como inductoras 

inmunológicas. Ciertas modificaciones químicas en los siRNAs tales como las 2’-O-

metilaciones se usan para prevenir la activación del sistema inmune. 

Otros factores como la resistencia frente a la actividad enzimática nucleasa, el tiempo 

de vida media, la biodistribución y la captación celular son variables necesarias a 

tener en cuenta para el diseño adecuado de siRNAs de uso terapéutico (Behlke, 2008; 

Gaglioni and Messere, 2010). Concretamente, junto a la cinética de excreción rápida, 

la susceptibilidad a la degradación por nucleasas es un problema importante que 

limita el tiempo de mida media de las moléculas de siRNA en plasma (Bartlett and 

Davis, 2007; Volkov et al., 2009). Se han descrito algunas modificaciones químicas 

como la introducción de fosfotionatos que protegen a los siRNAs de la degradación 

por nucleasas sin interferir con la eficiencia del siRNA. Además otras modificaciones 

incluyen la conjugación con ligandos hidrofóbicos (por ej. colesterol) que junto a los 

fosfotionatos aumentan la interacción de los siRNAs con las proteínas presentes en el 

suero favoreciendo el tiempo de vida media (Braasch et al., 2004; Soutschek et al., 

2004; Behlke, 2008; Ozpolat et al., 2010).  

Otro aspecto importante consiste en la captación de los siRNAs por parte de las 

células diana así como la llegada a su lugar de acción en el citosol o el núcleo (Juliano 

et al., 2008). Se han documentado varias estrategias para dirigir los siRNAs hacia el 

cerebro utilizando lípidos catiónicos, complejos poliméricos o endocitosis mediada 

por anticuerpo (Song et al., 2005; Vornlocher, 2006; Ozpolat et al., 2010). Otra 

estrategia es utilizar la endocitosis mediada por receptor/transportador para 

favorecer la acumulación selectiva de siRNAs conjugados en las células diana que 

expresan el receptor/transportador de manera específica y abundante en la 

superficie celular (Juliano et al., 2008; artículos de la presente Tesis). El desarrollo y 

caracterización de esta última aproximación tecnológica para dirigir in vivo las 

moléculas de siRNAs hacia las neuronas monoaminérgicas, principalmente 

serotoninérgicas, ha sido el trabajo central de la presente Tesis.  
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1.7.3. Desarrollo preclínico de terapias antidepresivas basadas 

en siRNAs 

Varios estudios preclínicos en modelos de roedores han sugerido la posibilidad de 

regular la expresión de genes en las neuronas monoaminérgicas implicados en los 

trastornos del estado de ánimo y cognitivos utilizando moléculas exógenas de siRNA 

(Shishkina et al., 2004; Thakker et al, 2004, 2005; Salahpour et al., 2007; artículos de 

la presente Tesis). Algunos de estos genes, que codifican para los transportadores de 

monoaminas (SERT, DAT, NET), son reguladores clave de la neurotransmisión 

dopaminérgica, noradrenérgica y serotoninérgica ya que controlan la fracción activa 

de estas monoaminas (detallado en los apartados 1.3 y 1.4). Estos transportadores 

también están implicados en la fisiopatología y el tratamiento farmacológico de los 

trastornos neuropsiquiátricos como el trastorno por déficit de atención con 

hiperactividad, la dependencia a las drogas, la enfermedad de Parkinson y los 

trastornos del estado de ánimo, incluyendo la ansiedad y la depresión. Como se ha 

descrito anteriormente, los SSRI y los SNRI son tratamientos de primera elección para 

el trastorno depresivo mayor, pero muestran limitaciones importantes en cuanto a la 

eficacia y rapidez de acción (Trivedi et al., 2006a). Dado el papel clave de los 

transportadores en el control de la neurotransmisión de monoaminas en el cerebro, 

los trabajos de Thakker y colaboradores (Takker et al., 2004, 2005) fueron pioneros al 

silenciar los transportadores DAT y SERT utilizando RNAi in vivo. En estos estudios, la 

administración intracerebroventricular de siRNAs no modificados químicamente 

dirigidos contra DAT o SERT a 400 μg/día durante dos semanas redujo 

específicamente los niveles de los mRNAs de DAT y SERT aproximadamente un 30% 

en comparación con el grupo control. Los ratones knockdown para SERT mostraron 

respuestas antidepresivas similares al tratamiento con el SSRI citalopram en el FST 

(Thakker et al., 2005). Además, la reducción de la expresión de SERT fue similar a la 

observada previamente en un estudio inicial usando plásmidos que contienen una 

secuencia de oligonucleótido antisentido parcial contra el gen del SERT (reducción del 

28% observada 7 días después de la infusión intra-DR del plásmido) (Fabre et al., 

2000).  
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Otros estudios, han utilizado siRNAs para investigar el papel de genes clave 

implicados en la fisiopatología y tratamiento de la depresión en circuitos que no 

están directamente relacionados con la señalización monoaminérgica. A 

continuación, se resumen algunas de estas dianas, que incluyen neuropéptidos, 

receptores de glutamato y factores tróficos entre otros, algunos de los cuales carecen 

de farmacología adecuada. 

Las dinorfinas son péptidos opioides endógenos que se sintetizan a partir de la 

proteína precursora prodinorfina, la cual se cree participa en la regulación de los 

estados de ánimo negativos y la neuroplasticidad asociada con la adicción (Carlezon 

and Thomas, 2009). Así la transfección de un shRNA para silenciar la prodinorfina en 

el NAc de rata redujo el comportamiento de tipo depresivo en el FST, aunque el 

mismo tratamiento no alteró el comportamiento de tipo ansioso en el laberinto en 

cruz elevado (EPM; elevated plus maze) (Cohen et al., 2014). La galanina es otro 

neuropéptido implicado en la regulación del estado de ánimo (Juhasz et al., 2014). Se 

ha observado que ratones con sobreexpresión de galanina muestran un incremento 

del tiempo de inmovilidad en el FST (Kuteeva et al., 2005). El silenciamiento mediante 

siRNAs de los receptores de galanina 1 o 2 fue suficiente para prevenir el aumento 

del tiempo de inmovilidad observado en el FST tras la administración de galanina. 

(Millón et al., 2014). 

Dos intervenciones no farmacológicas para la depresión, la ECT y la DBS, están 

asociadas con un aumento de la liberación de adenosina y la estimulación de los 

receptores purinérgicos A1 (Bekar et al., 2008; Sadek et al., 2011). Se ha observado 

que la administración del agonista del receptor A1 CCPA conlleva efectos de tipo 

antidepresivo en el FST. Por el contrario, los ratones knockout para este receptor 

presentaron un fenotipo depresivo con incremento de la inmovilidad en el TST, 

anhedonia en la prueba de preferencia por la sacarosa y mostraron resistencia al 

efecto antidepresivo de la terapia por deprivación del sueño evaluados en el FST y el 

TST (Hines et al., 2013; Serchov et al., 2015). Por otro lado, se conoce que algunos 

tratamientos antidepresivos incrementan la expresión de homer1a en la mPFC de 

ratón (Conti et al., 2007; Sun et al., 2011), proteína implicada en la etiología de la 

depresión (Rietschel et al., 2010). La administración local de siRNAs para silenciar 
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homer1a en la mPFC de ratón aumentó el comportamiento de tipo depresivo en el 

FST y evitó el efecto antidepresivo de la terapia por deprivación del sueño y los 

tratamientos con imipramina y ketamina asociados a la activación del receptor A1 

(Serchov et al., 2015). 

Otra diana de interés en cognición y el estado emocional es el receptor 

metabotrópico de glutamato 7 (mGlu7; metabotropic glutamate receptor 7) (Ohishi 

et al., 1995; Kinoshita et al., 1998). Se ha sugerido que el receptor mGlu7 podría ser 

clave en la modulación de la respuesta sináptica glutamatérgica y la 

neurotransmisión GABAérgica (Kinoshita et al., 1998; Kosinski et al., 1999). La 

generación del ratón knockout o el silenciamiento mediante siRNAs contra el 

receptor mGlu7 han indicado que participa en procesos tales como la ansiedad, el 

miedo, la memoria espacial y la respuesta hormonal al estrés (Frendt et al., 2008; 

O’Connor et al., 2010). 

Del mismo modo, algunos síntomas de la depresión pueden ser inducidos en seres 

humanos bloqueando la enzima acetilcolinesterasa (AChE; acetylcholinesterase) 

(Risch et al., 1981; Furey and Drevets, 2006; Mineur et al., 2013). Se ha observado 

que la infusión hipocampal de un shRNA contra la AChE utilizando un vector vírico 

induce comportamientos de tipo ansioso en el OF y en la caja luz-oscuridad (DLB; 

dark-light box), como también de tipo depresivo en el TST y el FST, comportamientos 

que fueron revertidos por el SSRI fluoxetina (Mineur et al., 2013). 

Se ha descrito disminución de los niveles de BDNF en el HPC en víctimas de suicidio y 

pacientes con depresión (Dwivedi et al., 2003). Además, investigaciones preclínicas 

mostraron una relación directa entre la reducción de la neurogénesis en el HPC y 

comportamientos de tipo depresivo (Santarelli et al., 2003). Utilizando el mecanismo 

de RNAi se confirmó que la reducción in vivo la expresión de BDNF en regiones 

específicas del HPC disminuye la diferenciación neuronal, induce anhedonia en la 

prueba de preferencia por la sacarosa y reduce el tiempo de inmovilidad en el FST 

(Taliaz et al., 2010). Estos resultados respaldan la hipótesis neurotrófica de la 

depresión. 
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Finalmente, otras dianas implicadas en depresión o en el desarrollo de nuevas 

terapias antidepresivas son la fosfodiesterasa 4 (PDE4; phosphodiesterase 4) (Wang 

et al., 2013) y la calcineurina (Mineur et al., 2014). Así, la infusión de vectores virales 

empaquetados con un shRNA contra la PDE4 en la PFC de rata produjo efectos 

antidepresivos en el FST y TST, así como mejoras de la cognición en laberinto de agua 

de Morris similares a los producidos por el inhibidor prototipo de PDE4 rolipram. 

También, el silenciamiento de calcineurina en la AMG de ratón mediante un shRNA 

produjo incrementos del comportamiento de tipo ansioso en el EPM, DLB y OF, así 

como comportamientos de tipo depresivo en el FST. 

En conjunto, todas estas investigaciones pueden facilitar el desarrollo de nuevos 

enfoques para el tratamiento del trastorno depresivo y otras enfermedades 

relacionadas mediante el silenciamiento génico inducido por RNAi. 
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La hipótesis de trabajo de la presente Tesis plantea que los niveles de expresión del 

autoreceptor 5-HT1A, el SERT y el canal de potasio TASK3 en las neuronas 

serotoninérgicas podrían determinar la vulnerabilidad al estrés y por ende, la 

susceptibilidad a la depresión y/o respuesta antidepresiva en modelos murinos. 

El objetivo principal es determinar las consecuencias moleculares, histológicas, 

neuroquímicas y comportamentales asociadas a la modulación post-transcripcional 

de los genes 5-HT1A, SERT y TASK3 en las neuronas serotoninérgicas y, este último, 

también en las neuronas noradrenérgicas mediante la estrategia de RNAi. El 

silenciamiento específico de genes individuales en áreas cerebrales concretas y/o 

poblaciones neuronales selectivas contribuirá a entender el rol funcional del gen en 

estudio y permitirá desarrollar nuevas terapias antidepresivas que superen las 

limitaciones actuales. 

Los objetivos concretos son: 

1- Analizar la capacidad (o viabilidad) de disminuir el nivel de expresión de genes in 

vivo localizados en neuronas monoaminérgicas utilizando moléculas de siRNAs 

aplicadas localmente en áreas cerebrales, de modo intracerebroventricular, o 

administradas por vía intranasal. 

 2- Reducir in vivo la expresión del autoreceptor 5-HT1A localizado en los núcleos del 

rafe de ratón utilizando moléculas de siRNA sin modificar o conjugadas 

químicamente con un ligando que favorece el direccionamiento hacia las neuronas 

serotoninérgicas. Examinar les consecuencias funcionales en una situación de 

estrés y analizar la potencialidad como estrategia antidepresiva. 

3- Reducir in vivo la expresión del SERT en los núcleos del rafe de ratón utilizando 

moléculas de siRNA sin modificar o conjugadas químicamente para favorecer la 

acumulación en las neuronas serotoninérgicas. Examinar las consecuencias 

funcionales sobre diferentes variables antidepresivas en ratones wild-type y en un 

modelo murino de depresión asociado a estrés. Comparar los efectos 

antidepresivos con aquellos inducidos por el tratamiento con el SSRI fluoxetina. 
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4- Reducir selectivamente la expresión del canal de potasio TASK3 en neuronas 

serotoninérgicas o en neuronas noradrenérgicas utilizando una secuencia de 

siRNA contra TASK3 conjugada químicamente y administrada por vía intranasal. 

Estudiar los efectos funcionales sobre el sistema serotoninérgico o noradrenérgico 

con el fin de evaluar su relevancia y potencial como diana antidepresiva.  
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En esta sección se describen de modo general los materiales y métodos utilizados en 

la presente tesis. Información más detallada y específica de los mismos se encuentra 

en la sección de materiales y métodos en los respectivos artículos de esta Tesis. 

3.1. Animales 

Se utilizaron ratones macho C57Bl/6J entre 10 y 15 semanas de edad suministrados 

por la empresa Charles River. En los trabajos 1 y 2 se utilizaron también ratones 

knockout para el receptor 5-HT1A procedentes de la Universidad de Princeton (Parks 

et al., 1998) con el mismo fondo genético C57Bl/6J. A partir de ellos, generamos una 

colonia estable mantenida en el estabulario de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Barcelona. 

Los animales fueron estabulados en una habitación con temperatura controlada (22 ± 

2 ºC), con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y acceso libre a comida y agua. El 

cuidado y tratamiento de los animales se realizó según las directrices éticas 

habituales (regulación europea L35/118/12/1986) y de conformidad con el comité de 

ética de la Universidad de Barcelona. 

3.2. siRNAs: síntesis y tratamiento 

La síntesis y purificación de los siRNAs (sin modificar o conjugados químicamente) fue 

efectuada por la compañía nLife Therapeutics S.L (Granada, España) según patente 

PCT/EP2011/056270. En el caso de los siRNAs conjugados, la hebra sentido fue 

modificada introduciendo un grupo amino en la posición 5’-C6, y posteriormente se 

llevó a cabo la condensación con el grupo éster succinato de la sertralina o 

reboxetina (sertralina/reboxetina-NH-CH2C(=O)NH(CH2)5COO-succinato). Las hebras 

de oligonucleótidos conjugadas se purificaron por cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC; high-performance liquid chromatography) en fase reversa. Las 

fracciones de oligonucleótidos de longitud correcta fueron desaladas, liofilizadas y 

caracterizadas por espectrometría de masas MALDI-TOF. Las cadenas 

complementarias de oligonucleótidos fueron anilladas, purificadas utilizando HPLC y 

finalmente, liofilizadas. La tabla 1 resume los siRNAs utilizados en los diferentes 
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trabajos de la presente Tesis haciendo referencia al tipo de conjugación, secuencias 

de las hebras sentido y antisentido, protocolo de administración y dosis empleadas.  

Tabla 1: Secuencias de siRNAs 

siRNA Conjugación 
Hebra sentido SS/ 
antisentido AS 

Vía de 
administración 

Tratamientos Trabajo 

1A-siRNA1 
 
1A-siRNA2 
                         * 
1A-siRNA3 
 
1A-siRNA4 

- 

SS: CGAUACUGGCCUCUCCAACTT 
AS: GGUGCUCAACAAGUGGACUTT 
 
SS: GGUGCUCAACAAGUGGACUTT 
AS: AGUCCACUUGUUGAGCACCTT 
 
SS: GGAAGAGUGUAGGGCUUACTT  
AS: GUAAGCCCUACACUCUUCCTT 
 
SS: CGAUGGAAGUUUAAACCUCTT 
AS: GAGGUUUAAACUUCCAUCGTT 

Local/ 
DR 

 
i.c.v./ 
D3V 

2 dosis: 0.18 o 0.7 nmol·día-1 

(2.5 o 10 µg·día-1) 
 
1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 

1, 2 
 
 

1 
 

C-1A-siRNA1 
 
C-1A-siRNA2 
                           * 
C-1A-siRNA3 
 
C-1A-siRNA4 

Sertralina 

SS: CGAUACUGGCCUCUCCAACTT  
AS: GGUGCUCAACAAGUGGACUTT 
 
SS: GGUGCUCAACAAGUGGACUTT  
AS: AGUCCACUUGUUGAGCACCTT 
 
SS: GGAAGAGUGUAGGGCUUACTT 
AS: GUAAGCCCUACACUCUUCCTT 
 
SS: CGAUGGAAGUUUAAACCUCTT  
AS: GAGGUUUAAACUUCCAUCGTT 

Local/ 
DR 

 
i.c.v./ 
D3V 

 
i.n. 

2 dosis: 0.7 nmol·día-1 

(10 µg·día-1) 
 
1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 

 
1 dosis: 2.1 o 7 nmol·día-1 

(30 o 100 µg·día-1) 

 
 

1  
 
 

SERT-siRNA - 
SS: GCUAGCUACAACAAGUUCATT 
AS: UGAACUUGUUGUAGCUAGCTT 

Local/ 
DR 

2, 4 o 7 dosis: 0.7 nmol·día-1 

(10 µg·día-1) 
3 

C-SERT-siRNA Sertralina 
SS: GCUAGCUACAACAAGUUCATT  
AS: UGAACUUGUUGUAGCUAGCTT i.n. 

1, 4 o 7 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 4 

TASK3-siRNA - 
SS: CCGGGCUACCGUCCACACCTT  
AS: GGUGUGGACGGUAGCCCGGTT 

Local/ 
DR o LC 

2 dosis: 0.7 nmol·día-1 

(10 µg·día-1) 
5 

Ser-TASK3-siRNA Sertralina 
SS: CCGGGCUACCGUCCACACCTT  
AS: GGUGUGGACGGUAGCCCGGTT i.n. 

7 dosis: 2.1 o 5.3 nmol·día-1 

(30 o 75 µg·día-1) 
5 

Reb-TASK3-siRNA Reboxetina 
SS: CCGGGCUACCGUCCACACCTT 
AS: GGUGUGGACGGUAGCCCGGTT i.n. 

7 dosis: 5.3 nmol·día-1 

(75 µg·día-1) 
5 

NS-siRNA - 
SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT 

Local/ 
DR o LC 

 
i.c.v./ 
D3V 

 
2, 4 o 7 dosis: 0.18 o 0.7 
nmol·día-1 

(2.5 o 10 µg·día-1) 
 
1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 
 

1, 2, 3, 
5 
 
 

1 

C-NS-siRNA** Sertralina 
SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT 

Local/ 
DR 

 
i.c.v./ 
D3V 

 
i.n. 

2 dosis: 0.7 nmol·día-1 

(10 µg·día-1) 
 
1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 

 
1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 

1 
 
 

1 
 
 

1, 4, 5 

Reb-NS-siRNA Reboxetina 
SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT i.n. 

7 dosis: 5.3 nmol·día-1 

(75 µg·día-1) 
5 

β-Gal-128 - 
SS: CUACACAAAUCAGCGAUUU 
AS: GAUGUGUUUAGUCGCUAAA 

Local/ 
DR 

2 dosis: 0.7 nmol·día-1 

(10 µg·día-1) 
1 

Cy3-C-NS-siRNA 
Sertralina 
Cy3 

SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT 

i.c.v./ 
D3V 

1 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1)* 1 

A488-C-NS-siRNA** 
Sertralina 
Alexa 488 

SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT i.n. 

4 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 
4, 5 

A488-Reb-NS-siRNA 
Reboxetina 
Alexa 488 

SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT i.n. 

4 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 
5 

A488-NS-siRNA Alexa 488 
SS: AGUACUGCUUACGAUACGGTT 
AS: CCGUAUCGUAAGCAGUACUTT i.n. 

4 dosis: 2.1 nmol·día-1 

(30 µg·día-1) 
5 

1A-siRNA: siRNA contra el receptor 5-HT1A; SERT-siRNA: siRNA contra el SERT; TASK3-siRNA: siRNA contra el TASK3; NS-siRNA: 
siRNA sin homología por ningún mRNA; β-Gal-128: siRNA contra la β-galactosidasa; DR: núcleo del rafe dorsal; D3V: tercer 
ventrículo dorsal; LC: locus cerúleo; i.c.v.: intracerebroventricular; i.n.: intranasal; *1A-siRNA(1-4) y C-1A-siRNA(1-4) fueron 
administrados en combinación a concentraciones equimolares y a la dosis total indicada en la tabla; **En el trabajo 5 la 
conjugación con sertralina esta descrita como Ser-NS-siRNA o A488-Ser-NS-siRNA 
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Los siRNAs fueron administrados por infusión intracerebral o por vía intranasal. Para 

la infusión intracerebral, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital (40 

mg·kg-1, intraperitoneal - i.p.) y sometidos a cirugía estereotáxica con el fin de 

implantarles una microcánula capilar de sílica con un diámetro externo e interno de 

110 y 40 µm, respectivamente. Acorde con cada experimento, la microcánula fue 

implantada en el DR (coordenadas en mm: anteroposterior-AP, -4.5; mediolateral-

ML, -1.0; dorsoventral-DV, -4.4 con un ángulo lateral de 20 ºC), en el LC (AP, -5.2; ML, 

-0.9; DV, -3.5) o en el tercer ventrículo dorsal (D3V; dorsal third ventricle: AP, -2.0; 

ML, 0; DV, -2.1). Los siRNAs fueron disueltos en 1 o 2.5 µ l de líquido cefalorraquídeo 

artificial (aCSF; artificial cerebrospinal fluid: 125 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.26 mM 

CaCl2·2H2O and 1.18 mM MgCl2·6H2O) según fueron administrados intra-DR/LC o en 

el D3V, respectivamente. La microinfusión se llevó a cabo 24 horas después de la 

cirugía mediante una bomba de infusión (modelo WPI, SP220i) a 0.5 µ l·min-1 en 

animal despierto. En el caso de la administración intranasal, los ratones fueron 

anestesiados con isoflurano al 2% por inhalación y colocados en posición supina. Una 

gota de 5 µ l de siRNA disuelto en tampón fosfato salino (PBS; phosphate-buffered 

saline) fue aplicada alternativamente en cada narina. El volumen total administrado 

fue de 10 µ l para cada dosis. Para los diferentes tratamientos (intracerebral o 

intranasal), los ratones recibieron una única dosis de siRNA por día. Un resumen de 

los diferentes protocolos de administración y dosis de siRNAs utilizados se detallan en 

la tabla 1. 

3.3. Tratamientos farmacológicos 

Fluoxetina fue preparada en solución salina y administrada a 10 o 20 mg/kg/día i.p. 

una vez al día. Los protocolos de administración se resumen en la tabla 2. En el 

trabajo 1, fluoxetina fue utilizada como control positivo de efecto antidepresivo en 

los paradigmas comportamentales FST y TST. En los trabajos 3 y 4, fluoxetina fue 

utilizada para comparar la eficacia de los tratamientos antidepresivos: silenciamiento 

del mRNA de SERT con siRNAs en comparación al bloqueo farmacológico del SERT.  
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La función del autoreceptor 5-HT1A en ratones puede examinarse mediante la 

evaluación de la respuesta de hipotermia inducida por el agonista del receptor 5-HT1A 

8-OH-DPAT (Martin et al., 1992). Para ello, los ratones fueron individualizados 20 

minutos antes de la prueba. La temperatura rectal se midió usando una sonda y un 

termómetro digital. En primer lugar se tomaron dos medidas correspondientes a la 

temperatura basal. A continuación, los animales fueron tratados con 8-OH-DPAT (1 

mg·kg-1, i.p.) (ver tabla 2), momento a partir del cual se midió la temperatura rectal 

cada 15 minutos durante 2 h. 

Tabla 2: Tratamientos 

Fármaco Tratamiento Trabajo 

Fluoxetina Dosis única de 10 mg·kg
-1

 i.p. 1 

Fluoxetina 4, 7 o 15 dosis a 20 mg·kg
-1

 i.p. durante 4, 7 o 15 días 3 

Fluoxetina 7 o 28 dosis a 10 mg·kg
-1

 i.p. durante 7 o 28 días 4 

8-OH-DPAT Dosis única de 1 mg·kg
-1

 i.p. 1, 2 

Corticosterona 
15 días a 6.6 mg·kg

-1
 + 3 días a 2.7 mg·kg

-1 
+ 10 o 31 días a 1.1 

mg·kg
-1

 vía oral 
4 

BrdU 4 dosis a 75 mg·kg
-1

 i.p. cada 2 horas en un único día 3, 4 

BrdU: bromodesoxiuridina; 8-OH-DPAT: 7-(dipropilamino)-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-1-ol; i.p.: intraperitoneal 

Los tratamientos agudos con fármacos en experimentos de microdiálisis se describen 

en apartado 3.7. 

3.4. Modelos animales experimentales 

Modelo de depresión: en el trabajo 4 se utilizó el modelo de estrés asociado al 

consumo crónico de corticosterona (Gourley et al., 2009). La corticosterona fue 

disuelta en agua mineral comercial. La solución de corticosterona (pH 7.0-7.4) fue 

presentada a los animales en substitución al agua de bebida durante los días y a las 

concentraciones indicados en la tabla 2. Brevemente, los animales recibieron 

corticosterona equivalente a una dosis diaria de 6.6 mg·kg-1 durante 15 días, seguido 

de 2.7 mg·kg-1 durante 3 días y luego 1.1 mg/kg-1 durante 10 o 31 días hasta la 

finalización del experimento. El tratamiento antidepresivo con fluoxetina o siRNAs se 
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inició el día 22 post-exposición de corticosterona y se mantuvo durante 7 o 28 días 

hasta la finalización del tratamiento.  

Modelo de proliferación celular: para la determinación del número de células en fase 

de mitosis se utilizó bromodesoxiuridina (BrdU; bromodeoxyuridine) como marcador 

exógeno (Nowakowski et al., 1989). La BrdU es un nucleótido sintético análogo a la 

timidina que se incorpora al DNA durante el proceso de replicación celular. En los 

trabajos 3 y 4, BrdU fue disuelta en solución salina y los ratones recibieron 4 

inyecciones de BrdU a 75 mg·kg-1, i.p. cada 2 h el último día de tratamiento con 

fluoxetina o siRNA (ver tabla 2) (Santarelli et al., 2003). Los ratones fueron 

sacrificados y su cerebro extraído y procesado para inmunohistoquímica (IHC; 

immunohistochemistry) utilizando un anticuerpo contra la BrdU (ver apartado 3.6). 

3.5. Métodos bioquímicos y moleculares 

Determinación de los niveles de corticosterona en plasma: éstos fueron analizados 

al finalizar los diferentes tratamientos en el modelo de estrés crónico por consumo 

de corticosterona. Las extracciones de sangre se efectuaron a la misma hora por 

punción cardíaca y usando citrato trisódico como anticoagulante. A continuación, se 

obtuvo el plasma mediante centrifugación (1000 g, 15 minutos) y se congeló a -80ºC. 

La detección de los niveles de corticosterona se realizó por radioinmunoensayo 

utilizando un kit comercial y un contador de partículas gamma para medir la 

radioactividad en las muestras. 

PCR cuantitativa: con el objetivo de cuantificar los niveles de mRNAs específicos en 

diferentes áreas cerebrales (trabajos 1 y 2), los ratones se sacrificaron y el cerebro 

fue extraído y colocado sobre una placa metálica enfriada con hielo. Secciones del 

cerebro medio de 1 mm de espesor conteniendo el DR fueron diseccionadas usando 

una matriz de cerebro de ratón. Inmediatamente, los tejidos fueron congelados en 

hielo seco y almacenados a -80ºC. El RNA total se extrajo utilizando una solución de 

Trizol. Luego, se disolvió a una concentración de 0.5 µg/µ l en agua libre de RNasas. 

Previo tratamiento con DNasas para eliminar los restos de DNA genómico, se 

procedió a la transcripción inversa para generar DNA a partir de los mRNAs. La PCR 
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cuantitativa se realizó utilizando la tecnología SYBR Green para medir la cantidad de 

DNA inicial en tiempo real. Los cebadores utilizados se detallan en la tabla 3. La 

cuantificación se realizó mediante el programa AbiPrism SDS 2.1 y los datos de cada 

muestra se normalizaron con la cantidad del gen de referencia interna ciclofilina A. 

Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m. de la relación unitaria en 

comparación al tratamiento control. 

Tabla 3: Cebadores 

Gen o mRNA Cebador anverso Cebador reverso Trabajo 

Ciclofilina A GATGAGAACTTCATCCTAAAGCATACA TCAGTCTTGGCAGTGCAGATAAA 1, 2 

5-HT1A CCGTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC GTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC 1, 2 

5-HT1B TCTCACCAACCTCTCCCACAAC GTCCGATACACCGTAGCGATTAC 1, 2 

SERT CTCATCTTCACCATTATCTACTTCAG CTCACCAGCAGGACAGAAAG 1, 2 

TNFα GCAGTCTGTGTCTGCTGGGAT CGCAGAACGGGATGAAGC 1, 2 

IFNγ CCCACAGGTCCAGCGCCAAG CCCACCCCGAATCAGCAGCG 1, 2 

BAX AGCGAGTGTCTCCGGCGAATTG TCTGATCAGCTCGGGCACTTTAG 1 

5-HT1A: receptor de serotonina 1A; 5-HT1B: receptor de serotonina 1B; SERT: transportador de serotonina; TNFα: factor de 
necrosis tumoral alfa; IFNγ: interferón gamma; BAX: proteína X asociada a Bcl-2 

Western blot: esta técnica se utilizó con el objetivo de cuantificar la proteína TASK3 

en el trabajo 5. Los ratones fueron sacrificados y el cerebro extraído y colocado sobre 

una placa metálica enfriada con hielo. Diferentes áreas cerebrales incluyendo mPFC, 

HPC, DR y LC fueron diseccionadas utilizando una matriz de ratón e inmediatamente 

congeladas en hielo seco y almacenadas a -80ºC. Las diferentes áreas fueron 

homogenizadas y sonicadas para la extracción de las proteínas totales utilizando un 

tampón de lisis (50 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% 

SDS, 1% Tritón X-100). Seguidamente, se cuantificaron las proteínas totales utilizando 

el kit BCA y se añadió el tampón de carga Laemmli y el agente desnaturalizante β-

mercaptoetanol para la electroforesis. Se procedió a cargar 5 µg de cada extracto 

proteico en un gel comercial de tris/glicina en gradiente de concentración 4-20%. 

Finalizada la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana de 

PVDF. Después, la membrana fue lavada, bloqueada con leche durante 2 h e 

incubada con el anticuerpo primario durante 24 h a 4ºC (ver tabla 4).  
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Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados en la Tesis 

Anticuerpo Fabricante Referencia Dilución Técnica Trabajo 

anti-TASK3 Fabricación propia - 1:500 WB 5 

anti-β-actina Sigma-Aldrich A1978-200UL 1:4000 WB 5 

anti-TPH2 Millipore AB1541 
1:100 
1:2500 
1:2000  

IF  
IF 
IHC +ISH 

1 
4, 5 
5 

anti-SERT ImmunoStar 24330 1:2500 IHC 3, 4 

anti-BrdU Roche 11170376001 1:600 IHC 3, 4 

anti-Ki-67 Abcam ab16667 1:5000 IHC 3, 4, 5 

anti-NeuroD Santa Cruz sc-1084 1:200 IHC 3, 4 

anti-DCX Santa Cruz sc-8066 1:200 IHC 3, 4, 5 

anti-NeuN Millipore MAB377 1:1000 IHC 3, 4 

anti-GFAP Dako Z 0334 1:1000 IHC 3, 4, 5 

anti-IBA-1 Wako 019-197741 1:1000 IHC 3, 4, 5 

anti-Rab5 Abcam ab18211 1:500 IF 4, 5 

anti-Rab7 Sigma-Aldrich R8779-200UL 1:2000 IF 4, 5 

anti-TH Abcam ab112 
1:1250 
1:5000 

IF 
IHC +ISH 

5 
5 

TASK3: canal de potasio sensor de ácido semejante a TWIK “3”; TPH2: triptófano hidroxilasa 2; SERT: transportador de 
serotonina; BrdU: bromodesoxiuridina; DCX: doblecortina; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Rab5; proteína semejante a Ras 
“5”; Rab7; proteína semejante a Ras “7”; TH: tirosina hidroxilasa; IF: inmunofluorescencia; IHC (dip): inmunohistoquímica sobre 
porta dipeado en emulsión fotográfica; IHC: inmunohistoquímica; WB: western blot 

A continuación, la membrana fue incubada 1 h con el anticuerpo secundario 

conjugado con la enzima peroxidasa a fin de detectar las proteínas mediante un 

sistema de quimioluminiscencia basado en el luminol. Las bandas inmunoreactivas 

detectadas fueron digitalizadas, analizadas y cuantificadas mediante densitometría 

con el programa ImageJ (1.49g) como soporte. La cantidad de proteína de interés en 

cada una de las muestras fue normalizada en relación a la cantidad del control 

interno β-actina. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m. de la relación 

porcentual en comparación al tratamiento control. 
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3.6. Métodos histológicos 

Hibridación in situ (ISH; in situ hybridization): en todos los trabajos se utilizó esta 

técnica para determinar la eficacia y selectividad de los siRNAs para silenciar el mRNA 

diana. Para ello, los ratones fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital. 

Inmediatamente después el cerebro fue extraído, congelado en hielo seco y 

almacenado a -80ºC. Secciones coronales de tejido cerebral de 14 µm de espesor 

fueron cortadas mediante un micrótomo de congelación (Microm HM500 OM), 

colocadas en portaobjetos tratados con 3-aminopropil-trietoxisilano y preservadas a -

20ºC. Las sondas de oligonucleótidos contra los mRNAs de interés fueron marcadas 

en el extremo 3’ con 33P-dATP mediante una enzima deoxinucleotidil transferasa 

terminal. En la tabla 5 se indican las secuencias de las sondas de oligonucleótido 

utilizadas en la presente Tesis.  

Para el procedimiento de la ISH, los tejidos fueron fijados con paraformaldehido (PFA; 

paraformaldehyde) al 4% y tratados con la proteasa pronasa para facilitar la 

accesibilidad de la sonda al mRNA de interés. A continuación, los tejidos fueron 

cubiertos con el tampón de hibridación que contiene aproximadamente 1.5 nM de la 

sonda de oligonucleótido radioactiva y fueron incubados en cajas humedecidas a 

42ºC durante 24 h. Después, las secciones hibridadas fueron lavadas y expuestas a 

una película fotográfica durante 1-4 semanas. 

A continuación, los autoradiogramas fueron analizados y la densidad óptica relativa 

(ROD; relative optical density) en el área cerebral de interés fue obtenida utilizando 

un analizador de imágenes asistido por ordenador (MCID). El fondo y las 

inespecificidades fueron sustraídas. Las RODs se evaluaron en dos o tres secciones 

adyacentes por duplicado para cada ratón y se promediaron para obtener los valores 

individuales. El analizador se usó también para la obtención de las imágenes en un 

pseudocolor proporcional a las RODs. Las imágenes en blanco y negro fueron 

tomadas en un microscopio Leica Wild 420 equipado con una cámara Nikon 

DXM1200F conectada al programa ACT-1. Los datos se expresan como el promedio ± 

s.e.m. de los porcentajes de las RODs en comparación al grupo tratado con el 

vehículo.  
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Tabla 5: Sondas de oligonucleótidos 

Gen o 
mRNA 

GenBank Secuencia de las sondas 
Bases mRNA 
homólogas 

Trabajo 

5-HT1A NM_012585.1 

CTGGGACGCTGTGGTGTTGTTGCCCTGGCCAAAACTGAACACATCCAT 

CCTGTTCTCAGCACAGCGCCTCCAGTCCCCACTACCTGGCTGTCCGTT 

TCGGCGGCAGAACTTGCACTTGATTATCTTCTTAAAAGCGTTTTGAAA 

1-48 
763-810 
1219-1266 

1, 2 
1, 2 
1, 2 

5-HT1A NM_008308 TCAGCGGCAGAACTTGCACTTGATGATCTTCTTAAAAGCGTTTTGAAA 1780-1827 3, 4, 5 

SERT NM_010484.1 GGGGGACGTGGAATGCAGCGTCCAGGTGATGTTGTCCTGGGCGAAGTA 820-863 3, 4, 5 

TPH2 NM_173391 GATATGAAGCATGTTGACATGTTTTTCCTGGAATAGTCTAAGTGCTTTCA 360-410 3, 4 

Ki-67 NM_001081117 GACCTTCCCCATCAGGGTCAGCACAGAAGCTATCTCTTGAGGCTCGCCTT 603-653 3 

BDNF NM_007540 ACCCATGGGATTACACTTGGTCTCGTAGAAATACTGCTTCAGTTGGCCTT 1188-1238 3, 4, 5 

VEGF NM_001025250 GTGCCCCCGTGCCCTGGCCTTGCTTGCTCCCCGGCAGGCAAAAGGACTTC 2217-2267 3, 4, 5 

ARC NM_018790 AGCTCTGCTCTTCTTCACTGGTATGAATCACTGCTGGGGGCCAGGAGG 1990-2040 3, 4, 5 

CREB NM_009952 ATTCAAAATTTTCCTGTAGGAAGGCCTCCTTGAAAGGATTTCCCTTCGTT 593-643 3 

TrkB NM_001025074 CGTGCAGATGGCAGACCACAATTGGGTATCTGCAGGTTCGCCAGGGGCAT 1075-1124 4 

PSD95 D50621 GGCCTGCACCAGGTAAGCTATTTGCACCGCGAGGATCAGT 76-120 4 

Neuritina NM_153529 CACATATCTTTCGCCCCTTCCTGGCAATCCGTAAGAGCTG 408-448 4 

TASK3 NM_001033876 GCACAGGGTTCTGCCGTATTTCCTGAGGAAGTACATGGCGTGGTGCCTCT 839-888 5 

TASK1 NM_010608 CATCGTCCCTCCCGGGTCCTCGCCGGCCCTCCGGCGTCTCCGGCCGCGGC 101-150 5 

TREK1 NM_001159850 

TTATTGCTGCCACTATTTGCTGGATGAGTTCGTCCAGCTCGGTGGAGTTG 

TCCACCTTCAGTTCGTGGGGAGATGTTTCCAAATCCTATGGTTGTGATAA 

AGATGATACGAATCTTCGTCTGACTAACATTCCACTTAATAAATGTGTCT 

ACCACAGGCTTGTAGAAGTCCAGATATTCAATGTCTGATCCACCTGCCAC 

592-641 
726-775 
889-938 
1082-1131 

5 
5 
5 
5 

NET NM_009209 GTAACACAGTTGATGGAGCTGGTCAGTAGAGCATCCCTGTAACAGTTGTT 1210-1259 5 

α2 NM_NC_000085 TCTCCCGGTTTTGCCTCCCGCGCCAGCGCGACGCTTTGGCGCCCCCGCCG 2137-2186 5 

5-HT1A: receptor de serotonina 1A; SERT: transportador de serotonina; TPH2: triptófano hidroxilasa 2; BDNF: factor neurotrófico 
derivado del cerebro; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; ARC: proteína asociada al citoesqueleto regulada por 
actividad; CREB: proteína de unión a elemento de respuesta al cAMP; TrkB: receptor tropomiosina quinasa B; PSD95: proteína 
de densidad postsináptica 95; TASK3: canal de potasio sensor de ácido semejante a TWIK “3”; TASK1: canal de potasio sensor de 
ácido semejante a TWIK “1”; TREK1: canal de potasio semejante a TWIK “1”; NET: transportador de noradrenalina; α2: receptor 
α2 adrenérgico 

Autoradiografía de receptores y transportadores: esta técnica fue utilizada en los 

trabajos 1, 2, 3 y 4 para evaluar los sitios de unión a los receptores 5-HT1A y 5-HT1B, 

los transportadores SERT y NET así como para examinar el acople funcional del 

receptor 5-HT1A a la proteína G. En la tabla 6 se indican los radioligandos utilizados en 

cada caso y las condiciones experimentales.  
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Tabla 6: Experimentos de autoradiografía 

Auto-
radiografía 

Radioligando 
Pre-

incubación 
Incubación  

Lavados en 
tampón 

enfriado en 
hielo 

Tiempo de 
exposición 

Blanco Trabajo 

5-HT1A 

3
H-8-OH-
DPAT 
(1 nM) 

Tampón A 
30 min 

Tampón A 
60 min 

2 x 5 min 60 días 5-HT 
(10 µM) 

1, 2, 3, 4 

5-HT1B 

125
I-

cianopindolol 
(0.1 nM) 

Tampón B  
10 min 

Tampón B  
120 min 

2 x 15 min 1 día 
5-HT 

(10 µM) 
1, 2 

SERT 
3
H-citalopram 

(1.5 nM) 
Tampón C 

15 min 
Tampón C 

60 min 
2 x 10 min 45 días fluoxetina 

(1 µM) 
1, 2, 3, 4 

NET 
3
H-nisoxetina 

(3 nM) 
Tampón D  

15 min 
Tampón D  
240 min 

3 x 5 min 90 días mazindol 
(10 µM) 

3, 4 

5-HT1A 
acoplado a 
proteína G 

35
S-GTPγS 

(0.04 nM) 
Tampón E 

30 min 
Tampón E 
120 min 

2 x 15 min 2 días GTPγS 
(10 µM) 

3, 4 

5-HT1A: receptor de serotonina 1A; 5-HT1B: receptor de serotonina 1B; SERT: transportador de serotonina; NET: transportador de 
noradrenalina; Tampón A: Tris-HCl 170 mM, CaCl2 4 mM, ácido ascórbico 0.01%, pargilina 10 µM, pH=7.6; Tampón B: Tris-HCl 
170 mM, NaCl 150 mM, 8-OH-DPAT 100 nM, isoproterenol 30 nM, pH=7.4; Tampón C: Tris-HCl 50 mM, NaCl 120 mM, KCl 5 mM, 
pH=7.6; Tampón D: Tris-HCl 50 mM, NaCl 300 mM, KCl 5 mM, pH 7.4; Tampón E: Tris-HCl 50 mM, EGTA 0.2 mM, MgCl2 3mM, 
NaCl 100 mM, DTT 1 mM, GDP 2 mM, adenosina desaminase 10 mU/ml, 8-OH-DPAT 10 µM, (WAY100635 10 µM)*, pH 7.7;          
*añadido al buffer solo en los tejidos para evaluar el blanco de actividad 

Brevemente, los tejidos fueron preincubados e incubados a temperatura ambiente 

con los tampones correspondientes y durante los tiempos indicados en la tabla 6. 

Una vez lavados, para eliminar el exceso de radioligando no unido, los tejidos se 

sumergieron en agua destilada helada y se secaron rápidamente bajo una corriente 

de aire fría. Finalmente, los tejidos se expusieron a una película fotográfica junto con 

microescalas estándares de 3H o 14C. Los autoradiogramas obtenidos fueron 

analizados del mismo modo descrito para la técnica de ISH, con la diferencia que el 

equipo de análisis fue calibrado con los estándares de 3H o 14C para obtener la 

concentración de proteína (fmol·mg-1) a partir de las RODs.  

Inmunohistoquímica: esta técnica fue utilizada en los trabajos 1, 3, 4 y 5 para 

determinar la densidad de fibras inmunoreactivas al SERT o el recuento de células 

positivas a ciertos marcadores. Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital y 

perfundidos durante 20 minutos con PFA 4% disuelto en PBS. Transcurrida la 

perfusión, los cerebros fueron extraídos y post-fijados 24 h en PFA 4% a 4ºC. A 

continuación fueron sometidos a un gradiente de sacarosa 10-30% durante 3 días a 

4ºC. Finalmente los cerebros fueron congelados por inmersión en isopentano a -35ºC 

y almacenados a -80ºC. Se obtuvieron cortes coronales de tejido cerebral 
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conteniendo bulbos olfatorios, HPC, AMG, DR/MR y LC de 30 µm de espesor 

utilizando un micrótomo de congelación. Las diferentes secciones fueron sumergidas 

en una solución de criopreservación y almacenadas a -20ºC hasta su posterior uso. La 

IHC se realizó con la técnica de flotación libre (free-floating) colocando un solo tejido 

por pocillo en placas de 48 pocillos. En primer lugar, se eliminó la solución de 

criopreservación con sucesivos lavados de PBS y se inactivaron las peroxidasas 

endógenas con una solución de H2O2 al 1.5%. A continuación, se realizaron lavados 

con el detergente Tritón al 0.2% disuelto en PBS para mantener las membranas 

permeabilizadas y, se procedió a aplicar la solución de bloqueo con suero de la 

especie animal en que se sintetizó el anticuerpo secundario. Tras 2 h con la solución 

de bloqueo, se lavó y se añadió el anticuerpo primario dejándolo durante 24 h 

incubando a 4ºC. La tabla 4 muestra una relación de los anticuerpos utilizados en la 

presente Tesis así como información relevante de los mismos.   

Finalizados los lavados posteriores a la incubación con el anticuerpo primario, los 

tejidos se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario conjugado con biotina, 

seguido de otra incubación de 1 h con una solución de biotina y estreptavidina para 

generar una amplificación de la señal permitiendo de este modo la detección de 

proteínas con bajos niveles de expresión. Finalmente, después de varios lavados, el 

revelado se realizó por incubación con una solución de 3,3’-diaminobencidina (DAB; 

3,3’-diaminobenzidine). A continuación, los tejidos fueron montados sobre 

portaobjetos tratados con gelatina utilizando el medio de montaje Entellan. Los 

tejidos fueron visualizados y fotografiados con un microscopio Nikon Eclipse E1000 

equipado con una cámara Nikon DXM1200F conectada al el programa ACT-1. Las 

imágenes fueron procesadas con Photoshop utilizando los mismos valores de 

contraste y brillo. Los datos se expresan como el promedio ± s.e.m. de la densidad de 

fibras o número células inmunoreactivas en relación absoluta o relativa porcentual al 

tratamiento control. 

Inmunofluorescencia (IF; immunofluorescence): esta técnica fue utilizada en los 

trabajos 1, 4 y 5 para el estudio de la localización y distribución cerebral de las 

moléculas de siRNAs conjugadas. El procedimiento de obtención de los cortes de 
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tejido fue similar al detallado en el método de IHC. La IF se realizó en free-floating 

colocando un solo tejido por pocillo en placas de 48 pocillos. Brevemente, tras 

eliminar la solución de criopreservación con Tritón al 0.2% disuelto en PBS se aplicó la 

solución de bloqueo con suero de la especie animal en que se sintetizó el anticuerpo 

secundario. Tras 2 h de incubación, se lavó y se añadió el anticuerpo primario 

dejándolo durante 24 h incubando a 4ºC (ver tabla 4). Una vez lavado el anticuerpo 

primario, los tejidos se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario conjugado al 

fluorocromo Alexa555 (rojo) o Alexa 647 (lila). Los núcleos fueron visualizados con el 

colorante DAPI o YOYO. Tras ser lavados, los tejidos fueron montados sobre 

portaobjetos tratados con gelatina, secados y deshidratados. Los tejidos fueron 

visualizados y fotografiados con un microscopio confocal Leica TCS SP5. Las imágenes 

fueron procesadas con Photoshop utilizando los mismos valores de contraste y brillo. 

En el análisis cuantitativo del trabajo 4 los datos se expresan como el promedio ± 

s.e.m. del número de células dobles positivas (TPH2 y siRNA) según la densidad 

intracelular de siRNA. 

Hibridación in situ + inmunohistoquímica: en el trabajo 5, se utilizó una combinación 

de técnicas de ISH y IHC para colocalizar el mRNA del canal de potasio TASK3 en tipos 

celulares serotoninérgicos identificados con el marcador TPH2 o noradrenérgicos 

utilizando el marcador TH. Para ello, acabada la ISH contra el mRNA de TASK3, las 

secciones (14 µm) hibridadas y montadas sobre portaobjetos fueron dipeadas en 

emulsión fotográfica y expuestas durante 2 semanas a 4ºC. Tras el revelado, los 

tejidos fueron sometidos a un protocolo de IHC como el descrito anteriormente 

adaptando la dilución del anticuerpo primario a la nueva condición (ver tabla 4). Los 

tejidos fueron visualizados y fotografiados con un microscopio Nikon Eclipse E1000 

equipado con una cámara Nikon DXM1200F conectada al el programa ACT-1. Las 

imágenes fueron procesadas con Photoshop utilizando los mismos valores de 

contraste y brillo. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m. del número 

de células dobles positivas (TASK3 y TPH2 o TH) o de la densidad intracelular del 

mRNA de TASK3 en células positivas para TPH2 o TH expresado como porcentajes en 

relación al grupo control. 
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3.7. Métodos neuroquímicos 

Microdiálisis intracerebral: este procedimiento fue utilizado en los trabajos de la 

presente Tesis para determinar las concentraciones extracelulares de los 

neurotransmisores 5-HT, NE y DA en diferentes áreas cerebrales. Para ello los ratones 

fueron anestesiados con pentobarbital (40 mg·kg-1, i.p.) y sometidos a cirugía 

estereotáxica con el fin de implantarles una sonda de diálisis en las siguientes áreas 

cerebrales: mPFC (AP, 2.2; ML, -0.2; DV, -3.4), cuerpo estriado (AP, 0.5; ML, -1.7; DV, -

4.5) o HPC (AP,-3.0; ML, -3.0; DV, -4.0). Los experimentos se llevaron a cabo entre las 

24 y 72 h posteriores a la cirugía en animal despierto y en libre movimiento. Durante 

el experimento se perfundió aCSF a través de la sonda de diálisis mediante una 

bomba de infusión de precisión (modelo WPI, SP220i). Para la evaluación de 5-HT, el 

aCSF fue perfundido a 2 µ l·min-1 obteniendo muestras de dializado cada 30 minutos. 

Cuando el experimento de microdiálisis de 5-HT se llevó a cabo simultáneamente con 

el paradigma comportamental TST, el aCSF fue perfundido a 5 µ l·min-1 obteniendo 

muestras cada 6 minutos. Para la determinación de NE y DA, el aCSF fue perfundido a 

1 o 1.64 µ l·min-1 obteniendo muestras cada 35 o 20 minutos, respectivamente. La 

concentración de 5-HT, NE o DA fue determinada mediante HPLC (Hewlett Packard 

1049) con detección electroquímica a +0.6, +0.3 o +0.75 V, respectivamente. 

Con el fin de estudiar el efecto del silenciamiento de genes sobre la concentración 

extracelular de 5-HT, NE o DA en diferentes áreas cerebrales, los fármacos fueron 

administrados i.p. o bien de modo local por diálisis reversa a través de la sonda. La 

tabla 7 muestra los fármacos utilizados en la presente Tesis detallando la vía de 

administración y la concentración. Los niveles basales de monoaminas fueron 

calculados como el promedio de las cuatro muestras iniciales libres de fármacos, a 

excepción del experimento simultáneo de microdiálisis y TST en que se utilizaron de 

siete a diez muestras basales.  La verificación de la correcta posición de la sonda de 

diálisis en el área cerebral de interés fue llevada a cabo mediante la tinción de cresil 

de violeta. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m de los niveles del 

neurotransmisor en el dializado expresado como porcentaje respecto a los niveles 

basales.  
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Tabla 7: Fármacos utilizados en los experimentos de microdiálisis 

Diálisis Fármaco Mecanismo de acción Administración  
Concentración 
/dosis  

Trabajo 

5-HT 

Fluoxetina 
Citalopram 
Citalopram 
Sertralina 
8-OH-DPAT 
8-OH-DPAT 
Veratridina 

SSRI 
SSRI 
SSRI 
SSRI 

Agonista 5-HT1A 

Agonista 5-HT1A 

Agente despolarizante 

i.p. 
d.r. 
d.r. 
i.p. 
i.p. 
i.p. 
d.r. 

20 mg·kg
-1 

1 µM 

1-10-50 µM 
20 mg·kg

-1 

0.5 mg·kg
-1 

1 mg·kg
-1 

50 µM 

1, 2, 3, 5 
1, 2, 3, 4, 5 
3, 4 
1 
1, 2, 3, 4 
5 
3, 5 

NE 
Reboxetina 
Clonidina 
Desipramina 

NERI 
Agonista α2 

TCA 

i.p 
i.p. 
d.r. 

20 mg·kg
-1 

0.3 mg·kg
-1 

1 µM 

5 
5 
5 

DA BAYx3702 Agonista 5-HT1A d.r. 3 µM 2 

5-HT: serotonina; NE: noradrenalina; DA: dopamina; 8-OH-DPAT: 7-(dipropilamino)-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-1-ol; SSRI: 
inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina; NERI: inhibidor selectivo de la recaptación de noradrenalina; TCA: 
antidepresivo tricíclico; i.p.: intraperitoneal; d.r.: diálisis reversa a través de la sonda 

3.8. Métodos comportamentales 

Los ratones fueron evaluados entre las 10:00 a.m. y 15:00 p.m. y al menos 24 h 

después de los tratamientos con fluoxetina o moléculas de siRNA. Aquellos animales 

sometidos a más de una prueba comportamental, se dejaron descansar entre 1 y 2 

días entre las diferentes pruebas. El día de la evaluación los animales fueron 

transportados a la sala de comportamiento donde permanecieron 1 h antes de iniciar 

la prueba. El experimentador que realizó las pruebas ignora el tratamiento que ha 

recibido cada animal. 

Campo abierto: esta prueba permite la evaluación de la actividad motora del animal 

en respuesta a un ambiente nuevo. Esta se realizó en una caja cuadrada abierta por 

la parte superior de 35 x 35 x 40 cm iluminada indirectamente para evitar reflejos y 

sombras. El suelo fue cubierto con una base de plástico, opaca e intercambiable, 

reemplazada para cada animal. El tiempo de actividad y la distancia total recorrida 

incluyendo movimientos rápidos (velocidad > 10.5 cm·s-1) y lentos (velocidad entre 3-

10.5 cm·s-1) fueron registrados de modo automático durante 15 minutos utilizando 

una camera conectada a un ordenador (Videotrack). Los resultados se expresan como 

el promedio ± s.e.m del tiempo de actividad en segundos y la distancia recorrida en 

cm. 
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Prueba de preferencia por la sacarosa: este paradigma examina el consumo de 

soluciones palatables, como por ejemplo, agua enriquecida con sacarosa. La 

disminución del consumo y la indiferencia o menor preferencia por el agua con 

sacarosa es indicativa de anhedonia (pérdida de interés o satisfacción) en roedores. 

Durante la prueba, los ratones tuvieron libre acceso a dos botellas durante 8 horas, 

una con solución con sacarosa al 1% y otra con agua normal. La posición de las 

botellas en la jaula se cambió a las 4 h. El consumo de agua normal y de agua con 

sacarosa fue registrado al final del experimento. El consumo de sacarosa fue 

calculado como la cantidad de sacarosa consumida (mg) por gramo de peso corporal. 

La preferencia para la sacarosa se calculó como el porcentaje de solución con 

sacarosa consumida respecto la cantidad total de líquido ingerido. El criterio de 

anhedonia se considera cuando los valores de preferencia para la sacarosa bajan del 

55%. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m. 

Laberinto en cruz elevado: se trata de un laberinto con cuatro brazos de 16 x 5 cm en 

cruz que permite evaluar el comportamiento de tipo ansioso en los roedores. Dos de 

los brazos están cerrados y los otros dos permanecen abiertos. La prueba expone al 

animal a un conflicto entre el miedo innato de los roedores a las áreas abiertas 

contra el deseo de explorar nuevos ambientes. Los ratones fueron colocados en la 

zona central del laberinto enfrente de uno de los brazos abiertos. La prueba tuvo una 

duración de 5 minutos durante los cuales se registraron el número de entradas en los 

brazos abiertos y el tiempo de permanencia en ellos. Los resultados se expresan 

como el promedio ± s.e.m del porcentaje del tiempo de permanencia y del número 

de entradas a los brazos abiertos en relación al grupo control. 

Test de enterramiento de cánicas (MBT; marble burying test): esta prueba puede ser 

usada como un indicador del comportamiento de tipo ansioso. Los ratones presentan 

ciertos comportamientos característicos de especie como es el hecho de excavar, 

actividad muy sensible a lesiones hipocampales y fármacos que actúan sobre el 

sistema serotoninérgico (Deacon, 2006). Los ratones se colocaron individualmente en 

cajas cuadradas de 25 x 25 cm iluminadas indirectamente para evitar reflejos y 

sombras con 25 esferas de vidrio equidistantes sobre 5 cm de viruta fina de madera 
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estéril. Transcurridos 30 minutos, el ratón se devuelve a su jaula hogar y se 

contabilizan aquellas esferas enterradas al menos en sus dos terceras partes con 

viruta de madera. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m del valor 

absoluto del número de cánicas enterradas.  

Test de supresión de la ingesta por novedad: se trata de una prueba que permite 

valorar el comportamiento de tipo ansioso en los ratones así como evaluar la eficacia 

de los tratamientos antidepresivos crónicos (Samuels and Hen, 2011). Este paradigma 

comportamental se basa en un conflicto en el que compiten el impulso de comer y el 

miedo a aventurarse hacia el centro de una caja iluminada. El aparato de NSFT 

consiste en una caja de 35 x 35 cm fuertemente iluminada con el suelo cubierto por 2 

cm de viruta de madera. 24 h antes de la prueba se retiró toda la comida de la jaula 

hogar. El día de la prueba, un trozo de comida fue colocado sobre una plataforma de 

papel blanco en el centro de la caja e iluminado con 1100 luxes. Durante la 

realización de la prueba, el ratón fue colocado en una esquina de la caja momento a 

partir del cual se empezó a contar el tiempo. La variable principal que se registró es la 

latencia a comer definida como el tiempo en segundos que el animal necesita para 

morder un trozo de comida con la ayuda de las patas delanteras mientras está 

sentado sobre las traseras. Inmediatamente después, el animal fue trasladado a su 

jaula y entorno habitual registrándose el tiempo de latencia a comer en su jaula así 

como la cantidad de alimento consumido durante 5 minutos. Además, cada ratón fue 

pesado al inicio de la deprivación y antes de la prueba a fin de evaluar el porcentaje 

de pérdida de peso. Todas estas variables secundarias (latencia a comer en su jaula, 

alimento consumido y porcentaje de pérdida de peso) se evaluaron como control 

interno del experimento. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m de la 

variable principal de latencia en segundos y en un análisis de supervivencia. 

Test de natación forzada: descrito originalmente por Porsolt y colaboradores (Porsolt 

et al., 1977), es un paradigma comportamental ampliamente utilizado para evaluar la 

vulnerabilidad al estrés así como para llevar a cabo un screening de fármacos 

antidepresivos. En él, los roedores son forzados a nadar en un entorno confinado del 

que instintivamente intentan escapar. Después de intentos fallidos, los animales 
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adoptan una postura flotante de inmovilidad, una actitud de desesperación o de tipo 

depresivo. Durante su realización, los ratones fueron introducidos en un cilindro 

transparente de 15 cm de diámetro, 30 cm de alto y 3.5 litros de agua a 25ºC un total 

de 6 minutos, tiempo durante el cual se registró el tiempo de inmovilidad en 

fracciones de 2 minutos. Los resultados se expresan como el promedio ± s.e.m del 

tiempo de inmovilidad en segundos de cada uno de los tres bloques de 2 minutos y 

como el tiempo de inmovilidad total en segundos. 

Test de suspensión de la cola: del mismo modo que el FST, el TST se utiliza para 

evaluar la vulnerabilidad al estrés así como para llevar a cabo el screening de los 

fármacos antidepresivos. Durante la prueba los animales inútilmente intentan 

escapar de una situación adversa hasta que experimentan desesperación y se 

inmovilizan. Durante la prueba, los ratones fueron suspendidos a 30 cm de una 

superficie lisa no reflectante mediante una cinta adhesiva colocada 

aproximadamente a 1 cm de la punta de la cola. La prueba tiene una duración total 

de 6 minutos durante los cuales se contabiliza el tiempo de inmovilidad. En los 

trabajos 2 y 5, se registró de modo simultáneo la liberación de 5-HT en la mPFC 

durante la ejecución del TST (ver apartado 3.7). Los resultados de TST se expresan 

como el promedio ± s.e.m del tiempo de inmovilidad en segundos. 

3.9. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados utilizando los programas estadísticos de GraphPad Prism 

6.0 o STATISTICS. Los análisis estadísticos realizados incluyeron la prueba T de 

Student y ANOVAs de una, dos y tres vías seguidas por los post-hoc Newman-Keuls o 

Tukey, según fuera apropiado. En el NSFT se utilizó el análisis de supervivencia de 

Kaplan-Meier y el logrank (Mantel-Cox) para evaluar las diferencias entre los grupos 

experimentales, debido a que los resultados no cumplían los criterios de una 

distribución normal (Samuels and Hen, 2011). El nivel de significación se fijó en p < 

0.05 (dos colas). 
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4.1. Trabajo 1 

Selective siRNA-mediated suppression of 5-HT1A autoreceptors evokes 

strong anti-depressant-like effects 

A Bortolozzi, A Castañé, J Semakova, N Santana, G Alvarado, R Cortés, A Ferrés-Coy,  

G Fernández, MC Carmona, M Toth, JC Perales, A Montefeltro and F Artigas 

Molecular Psychiatry. 2012 Jun; 17(6):612-623  

La mayor parte de los fármacos antidepresivos prescritos, los SSRI, actúan inhibiendo 

el SERT. Esto conduce a incrementos de la concentración extracelular del 

neurotransmisor 5-HT que lleva a la activación de los receptores serotoninérgicos 

postsinápticos, entre ellos el receptor 5-HT1A, necesarios para la manifestación de la 

mejora clínica. Sin embargo, la activación simultánea del autoreceptor 5-HT1A 

disminuye la actividad de las neuronas serotoninérgicas y la liberación de 5-HT, 

efecto contrario al deseado de un fármaco SSRI. Solo después de tratamientos 

prolongados con SSRI en los que se desensibiliza este mecanismo de autoregulación 

inhibitorio junto a cambios neuroplásticos se obtiene la respuesta terapéutica. En 

este trabajo presentamos una nueva estrategia antidepresiva basada en la 

administración aguda de siRNAs para suprimir el mecanismo de retroalimentación 

negativo mediado por el autoreceptor 5-HT1A. En este trabajo se desarrolló una 

molécula de siRNA contra el receptor 5-HT1A (1A-siRNA) conjugada con sertralina (C-

1A-siRNA) para direccionar y concentrar las moléculas de siRNA en las neuronas 

serotoninérgicas que expresan de modo abundante el SERT, por el que sertralina 

tiene una elevada afinidad. Nuestras hipótesis de trabajo fueron: 1) la conjugación 

con sertralina permitiría la acumulación selectiva del siRNA en neuronas 

serotoninérgicas y 2) el silenciamiento selectivo del autoreceptor 5-HT1A 

desencadenaría efectos antidepresivos debido al incremento del tono 

serotoninérgico, preservando la actividad del receptor 5-HT1A postsináptico. 
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Los resultados confirmaron que la administración intracerebroventricular del C-1A-

siRNA en ratones no solo permitió la acumulación selectiva de esta molécula en las 

neuronas serotoninérgicas del DR, sino que además redujo la expresión y función del 

autoreceptor 5-HT1A sin alterar la expresión/función del mismo receptor a nivel 

postsináptico. Los ratones presentaron respuestas de tipo antidepresivo en el TST y el 

FST, sin desencadenar comportamientos de ansiedad en el EPM. Además, la 

administración de C-1A-siRNA incrementó los niveles extracelulares de 5-HT 

inducidos por el SSRI fluoxetina. Interesantemente, resultados similares se 

obtuvieron después de la administración intranasal del C-1A-siRNA. 

Estos resultados constatan que el C-1A-siRNA tiene la capacidad de silenciar 

selectivamente el autoreceptor 5-HT1A in vivo, abriendo un extenso abanico de 

posibilidades terapéuticas silenciando variantes alélicas de este receptor u otros 

genes asociadas a resistencias farmacológicas y aproximando, por vez primera, la 

tecnología basada en RNAi a la terapia de las enfermedades neuropsiquiátricas.  
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4.2. Trabajo 2 

Acute 5-HT1A autoreceptor knockdown increases antidepressant 

responses and serotonin release in stressful conditions 

A Ferrés-Coy, N Santana, A Castañé, R Cortés, MC Carmona, M Toth, A Montefeltro, F 

Artigas and A Bortolozzi 

Psychopharmacology (Berl). 2013 Jan; 225(1):61-74  

El estrés es un factor ambiental ampliamente asociado con los trastornos del estado 

del ánimo. La exposición a situaciones estresantes durante el desarrollo, la niñez o 

incluso en la edad adulta puede predisponer a la depresión y la ansiedad. Estudios de 

neuroimagen han mostrado que individuos con una expresión elevada del 

autoreceptor 5-HT1A podrían presentar una menor resiliencia frente a situaciones 

estresantes así como una menor respuesta a los fármacos antidepresivos SSRI. En el 

trabajo anterior desarrollamos un siRNA contra el receptor 5-HT1A conjugado con 

sertralina y mostramos que la administración intracerebroventricular o intranasal del 

mismo en ratones: 1) favorece su acumulación selectiva en neuronas 

serotoninérgicas, 2) reduce la expresión y función del autoreceptor 5-HT1A y 3) 

produce respuestas de tipo antidepresivo. Continuando con estos hallazgos, en este 

trabajo utilizamos moléculas de siRNA contra el receptor 5-HT1A sin conjugar 

aplicadas localmente en el DR bajo la hipótesis de trabajo que la reducción selectiva 

del autoreceptor 5-HT1A podría incrementar la resiliencia durante situaciones de 

estrés mediante la facilitación del tono serotoninérgico. 

Los resultados mostraron que la infusión local y aguda del 1A-siRNA en el DR de ratón 

reduce selectivamente la expresión y función del receptor 5-HT1A, efecto restringido a 

la zona de aplicación. Estos efectos persistieron hasta el día 6 post-administración, 

recuperándose a continuación hasta alcanzar el nivel de expresión basal del receptor 

5-HT1A. Además, la concentración basal extracelular de 5-HT en la mPFC no se 
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modificó entre los diferentes tratamientos. Sin embargo, los ratones tratados con las 

moléculas de 1A-siRNA mostraron respuestas de tipo antidepresivo en el TST y FST. 

Básicamente, estos efectos fueron acompañados por un incremento significativo de 

la liberación de 5-HT en la mPFC durante la ejecución de la prueba de TST.  

Estos datos, junto con el primer trabajo, indican que la supresión aguda del 

autoreceptor 5-HT1A produce respuestas de tipo antidepresivo, seguramente 

mediadas por la mayor capacidad de las neuronas serotoninérgicas de liberar 5-HT en 

situaciones de estrés.  
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4.3. Trabajo 3 

RNAi-mediated serotonin transporter suppression rapidly increases 

serotonergic neurotransmission and hippocampal neurogenesis 

A Ferrés-Coy, F Pilar-Cuéllar, R Vidal, V Paz, M Masana, R Cortés, MC Carmona, L 

Campa, A Pazos, A Montefeltro, EM Valdizán, F Artigas and A Bortolozzi 

Translational Psychiatry. 2013 Jan; 15;3e211  

El SERT tiene un papel fundamental en la neurotransmisión serotoninérgica, pues 

controla la fracción activa de 5-HT en la sinapsis. Además, el SERT es la diana principal 

de los fármacos antidepresivos SSRI, de primera elección en la práctica clínica. Los 

tratamientos con SSRI promueven la internalización del SERT de la membrana 

plasmática al citosol, sin alterar la expresión del mRNA del SERT. Este hecho junto con 

la pérdida de la función del autoreceptor 5-HT1A favorece la neurotransmisión 

serotoninérgica en el cerebro contribuyendo a la acción terapéutica de los SSRI. Sin 

embargo, estos efectos suceden después de tratamientos prolongados con SSRI. En el 

presente trabajo nos preguntamos si el silenciamiento de la expresión del SERT 

mediante siRNAs podría ser una estrategia terapéutica más rápida y efectiva que el 

clásico bloqueo farmacológico con SSRI. 

Los resultados indicaron que la infusión local de una secuencia no conjugada de 

siRNA contra el SERT (SERT-siRNA) en el DR de ratón reduce selectivamente los 

niveles de mRNA y proteína del SERT. Este efecto no fue observado después del 

tratamiento con el SSRI fluoxetina indicando diferencias en el mecanismo de 

regulación del SERT entre ambos tratamientos. Además, el tratamiento con el SERT-

siRNA durante 4 días modificó variables consideradas marcadores de acción 

antidepresiva en ratones que incluyeron: 1) incremento de la concentración de 5-HT 

en áreas cerebrales de proyección, 2) reducción de la expresión y función del 

autoreceptor 5-HT1A, 3) incremento de la neurogénesis y 4) la expresión de genes 
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relacionados con la neuroplasticidad en el HPC. Efectos similares fueron observados 

después de 15 días de tratamiento con fluoxetina.  

Conjuntamente con los trabajos previos, este estudio ilustra el potencial terapéutico 

de las estrategias basadas en RNAi para el tratamiento de la depresión. En particular, 

nuestros datos indican la relevancia de la modulación post-transcripcional del SERT 

como una nueva aproximación terapéutica para desarrollar antidepresivos de acción 

rápida. 
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4.4. Trabajo 4 

Therapeutic antidepressant potential of a conjugated siRNA silencing 

the serotonin transporter after intranasal administration 

A Ferrés-Coy, M Galofré, F Pilar-Cuéllar, R Vidal, V Paz, E Ruiz-Bronchal, L Campa, A 

Pazos, JR Caso, JC Leza, G Alvarado, A Montefeltro, EM Valdizán, F Artigas and A 

Bortolozzi 

Molecular Psychiatry. 2016 Mar; 21(3):328-338  

Estrategias de RNAi han sido previamente utilizadas para evocar respuestas de tipo 

antidepresivo en animales de experimentación. Sin embargo, una de las principales 

limitaciones de su uso in vivo se relaciona con la limitada capacidad que disponemos 

para dirigir los oligonucleótidos hacia sistemas o poblaciones neuronales específicas. 

En el presente trabajo, integramos la tecnología desarrollada en los estudios 1 y 3 y, 

generamos un siRNA contra el SERT conjugado con sertralina (C-SERT-siRNA) para 

facilitar su acumulación en neuronas serotoninérgicas después de la administración 

intranasal. Además nos preguntamos si la molécula de C-SERT-siRNA sería capaz de 

revertir el comportamiento de tipo depresivo del modelo murino asociado al 

consumo crónico de corticosterona.  

Los resultados mostraron que la administración intranasal del C-SERT-siRNA 

disminuye la expresión y función del SERT, produciendo respuestas de tipo 

antidepresivo en ratón más rápido que aquellas inducidas por fluoxetina. Estas 

respuestas incluyeron: 1) incremento de la concentración de 5-HT en áreas de 

proyección como el cuerpo estriado y el HPC, 2) desensibilización del autoreceptor 5-

HT1A, 3) aceleración de la proliferación de precursores neuronales, 4) incremento de 

la expresión de factores tróficos y, 5) incremento de la complejidad dendrítica en el 

HPC. Además, mientras que la fluoxetina requiere un tratamiento de 28 días, solo 

siete días de tratamiento con el C-SERT-siRNA fueron suficientes para revertir el 
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comportamiento de tipo depresivo exhibido por los ratones expuestos al consumo 

crónico de corticosterona.  

Los presentes resultados demuestran la factibilidad de evocar respuestas de tipo 

antidepresivo utilizando estrategias de RNAi apropiadas para dirigir las moléculas de 

oligonucleótidos hacia poblaciones neuronales específicas, abriendo así nuevas 

vías/horizontes para futuros estudios traslacionales.  
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4.5. Trabajo 5 

Selective knockdown of TASK3 potassium channel in monoamine 

neurons evoke robust antidepressant-like effects 

A Ferrés-Coy, N Fullana, JE Ortega, E Ruiz-Bronchal, V Paz, A Montefeltro, JJ Meana, F 

Artigas and A Bortolozzi 

Articulo manuscrito 

La farmacología actual para el tratamiento de la depresión resulta inadecuada, por lo 

que existe una necesidad urgente de descubrir nuevas dianas terapéuticas y 

desarrollar tratamientos más efectivos y de acción rápida. Recientemente, el canal de 

potasio TASK3, miembro de la familia K2P, ha sido identificado como posible nueva 

diana en depresión. Se ha observado que ratones knockout para TASK3 presentan 

cambios asociados con los trastornos del estado del ánimo y la acción antidepresiva 

como son la reducción del sueño REM y comportamientos de tipo antidepresivo en el 

FST y el TST. En este último trabajo nos preguntamos si el silenciamiento del TASK3 

en el DR o el LC de ratón podría incrementar la neurotransmisión monoaminérgica y 

lograr efectos de tipo antidepresivo. Para ello, se empleó una secuencia de siRNA 

contra el TASK3 (TASK3-siRNA) conjugada con sertralina (Ser-TASK3-siRNA) o 

reboxetina (Reb-TASK3-siRNA) para silenciar específicamente el canal TASK3 en 

neuronas serotoninérgicas o noradrenérgicas, respectivamente.  

Los resultados confirmaron que el tratamiento intranasal con el Ser-TASK3-siRNA o el 

Reb-TASK3-siRNA disminuye la expresión del canal TASK3 selectivamente en las 

neuronas serotoninérgicas del DR o noradrenérgicas del LC. Además, el 

silenciamiento de TASK3 evocó respuestas antidepresivas que incluyeron: 1) 

facilitación de la liberación de 5-HT o NE en la corteza prefrontal de ratones, 2) 

incremento de la proliferación y neuroplasticidad hipocampal y, 3) disminución de la 

inmovilidad y tiempo de latencia en el TST y NSFT, respectivamente. Estos efectos 
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fueron más marcados después de la reducción de la expresión de TASK3 inducida por 

siRNAs en neuronas serotoninérgicas que en noradrenérgicas. Finalmente, el 

tratamiento con el Ser-TASK3-siRNA produjo mayor resiliencia a una situación de 

estrés, permitiendo una mayor liberación de 5-HT cuando el animal fue sometido a 

un modelo de estrés agudo como el TST. 

En conjunto, los datos sugieren que la pérdida de la función de TASK3 en las 

neuronas monoaminérgicas facilita su actividad, incrementa la neurotransmisión y 

evoca respuestas antidepresivas en ratones confirmando TASK3 como una nueva 

diana para el desarrollo de estrategias terapéuticas antidepresivas.   
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5.1. Consideraciones generales 

En el presente trabajo de Tesis se han utilizado moléculas de siRNAs para regular de 

modo eficiente y selectivo la expresión de genes implicados en la depresión y su 

tratamiento. Se ha silenciado selectivamente in vivo la expresión del receptor 5-HT1A, 

el transportador SERT y el canal de potasio TASK3 en las neuronas monoaminérgicas, 

concretamente serotoninérgicas y noradrenérgicas, de ratón sin alterar la expresión y 

función de los mismos en otras áreas cerebrales. Aunque esta tecnología está siendo 

utilizada en varios estudios clínicos para tratar patologías como la retinopatía 

diabética o la degeneración macular asociada a la edad, entre otros (Vicentini et al., 

2013), su aplicabilidad a patologías del cerebro continúa siendo limitada. Esto es 

debido, entre otros aspectos, a la dificultad de poder acceder al CNS y a la propia 

complejidad de este órgano constituido por una gran diversidad de tipos celulares 

responsables de múltiples funciones (Kumar et al., 2007; Roy et al., 2008; Boudreau 

and Davidson, 2010). Por todo ello, la caracterización in vivo de siRNAs contra el 

receptor 5-HT1A, el transportador SERT y el canal de potasio TASK3 representó un 

desafío en el desarrollo de la presente Tesis y un nuevo enfoque de la 

neuropsicofarmacología basada en RNAi. Además, la estrategia de conjugación de los 

oligonucleótidos con ligandos específicos como sertralina o reboxetina permitió su 

acumulación en un tipo neuronal concreto utilizando una vía de administración 

clínica como es la intranasal, proveyendo de carácter translacional a esta tecnología. 

La elección de los genes diana se ha realizado en base a la función fisiológica de los 

mismos y/o a la expresión y función alterada de las variantes alélicas asociadas con 

una mayor vulnerabilidad a la depresión (Caspi et al., 2003; Lemonde et al., 2003; 

Rush et al., 2006; Licinio et al., 2009; Gotter et al., 2011). Se ha trabajado con la 

hipótesis que la modulación post-transcripcional dependiente de siRNAs de los 

mRNAs de estudio conlleva a una reducción de la expresión de las proteínas diana, 

incrementando más eficazmente y rápidamente la neurotransmisión serotoninérgica 

o noradrenérgica frente al bloqueo farmacológico de las mismas. 

En primer lugar, se observó que el silenciamiento selectivo del autoreceptor 5-HT1A 

en el DR inducido por siRNAs aplicados por vía local, intracerebroventricular o 
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intranasal evoca efectos de tipo antidepresivo en ratones, facilita la neurotransmisión 

serotoninérgica, incrementa la resiliencia al estrés y potencia el efecto del SSRI 

fluoxetina. En segundo lugar, se comprobó que la modulación post-transcripcional 

del SERT mediante siRNAs aplicados localmente en el DR o por vía intranasal tiene un 

efecto antidepresivo de acción más rápida que el SSRI fluoxetina en ratones “wild-

type” o en un modelo de depresión asociado al consumo crónico de corticosterona. 

En tercer lugar, se mostró que la reducción selectiva de la expresión del canal de 

potasio TASK3 en neuronas serotoninérgicas o noradrenérgicas inducida por el 

tratamiento intranasal con siRNAs representa una nueva diana potencial de acción 

antidepresiva en modelos murinos.   

En general, los resultados obtenidos indican que el mecanismo de RNAi constituye 

una herramienta útil para silenciar in vivo y de modo selectivo, eficiente y seguro, la 

expresión de genes en el CNS. Además, se aporta información relevante acerca de 

una nueva estrategia de diseño de siRNAs basada en la conjugación química para 

facilitar su acumulación en neuronas específicas, permitiendo examinar el rol 

funcional de genes implicados en depresión y/o efecto antidepresivo.  

5.2. Especificidad, seguridad y eficacia de los siRNAs 

empleados 

Las secuencias de siRNAs utilizadas (1A-siRNA, SERT-siRNA y TASK3-siRNA, 

conjugadas o sin conjugar) resultaron seguras, bien toleradas y no mostraron efectos 

off-target de complementariedad incompleta con otros mRNAs, consiguiendo una 

reducción parcial de la expresión/función de sus respectivas dianas. Además, tanto la 

administración intracerebral o intranasal de las diferentes secuencias de siRNAs no 

indujeron toxicidad neuronal, gliosis ni inflamación. 

En general, los agentes químicos y también los siRNAs u otras herramientas 

moleculares pueden producir efectos off-target no intencionados (Moss and Taylor, 

2003; Sledz et al., 2003). Concretamente para los siRNAs, puede detectarse la 

represión de la traducción de mRNAs que presenten una secuencia con 

complementariedad incompleta con el siRNA utilizado (Dykxhoorn and Lieberman, 
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2006; Jackson et al., 2006). Los resultados de la presente Tesis mostraron que el 

diseño de los siRNAs fue adecuado para silenciar selectivamente su diana. Así, la 

reducción de la expresión del autoreceptor 5-HT1A, el SERT o el TASK3 inducida por 

siRNAs no alteró los niveles de expresión de otros mRNAs evaluados que presentan 

una alta homología con el mRNA de estudio (por ejemplo: mRNA del receptor 5-HT1B 

respecto al mRNA del receptor 5-HT1A, mRNA del NET respecto al mRNA del SERT y, 

mRNAs del TREK1 y TASK1 respecto al mRNA del TASK3).  

Además, se ha documentado que los siRNAs, dependiendo o no de la secuencia de 

bases, pueden activar el sistema inmunitario y las vías de señalización de PKR y TLR, 

alterando la homeostasis celular (Moss and Taylor, 2003; Sledz et al., 2003; Judge et 

al., 2005). Los resultados obtenidos aquí mostraron que las secuencias de siRNAs 

utilizadas y/o las bajas dosis empleadas de los mismos en comparación con otros 

estudios (Thakker et al., 2004, 2005) son seguras y no activan la inmunidad innata. La 

infusión intracerebral o administración intranasal de los siRNAs estudiados no indujo 

la expresión de genes pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFα; tumor necrosis factor alpha) e interferón gamma (INFγ; interferon gamma) a 

diferencia de la secuencia del siRNA contra la β-galactosidasa (β-Gal-128) utilizada 

como control positivo de las vías de señalización de TLRs. Además, tampoco se 

observaron indicios de alteración de la homeostasis celular en ninguno de los 

tratamientos, como por ejemplo neurodegeneración o alteración de la expresión de 

genes específicos de neuronas serotoninérgicas (TPH2, SERT y receptores 5-HT1A y 5-

HT1B) o noradrenérgicas (receptor α2 y NET). Asimismo, no se detectaron diferencias 

significativas asociadas a la activación de astrocitos o de la microglía después del uso 

de siRNAs en comparación con los grupos control. 

Respecto a la eficacia in vivo del silenciamiento de los mRNAs diana, está fue entre el 

25% y 50% de los niveles del grupo control. Los resultados coinciden con el descrito 

en la literatura de siRNAs in vivo indicando que la magnitud del silenciamiento 

depende, entre otros aspectos, del mRNA que se pretende silenciar así como del tipo 

celular donde es expresado (Shishkina et al., 2004; Thakker et al., 2004, 2005; 

Salahpor et al., 2007). A efectos estratégicos, esto fue de relevante importancia en el 
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trabajo 4, dónde se pretendía silenciar el transportar SERT mediante un siRNA 

conjugado con sertralina que facilita la internalización del oligonucleótido en las 

neuronas serotoninérgicas a través del propio SERT. Los resultados obtenidos 

confirmaron que los niveles de la proteína SERT “remanente” fueron suficientes y 

funcionalmente activos para mediar la acumulación de siRNA. Existe un consenso de 

obtener reducciones parciales y no totales de la expresión de los mRNA. Esto en 

parte se debe a que muchas de las patologías neuropsiquiátricas están relacionadas 

con incrementos o disminuciones de los niveles de proteínas y no con una ausencia 

total de las mismas en determinadas áreas cerebrales (Dykxhoorn and Lieberman, 

2006; Xie et al., 2006; Cryan et al., 2007). Como ejemplo, una diferencia del 30% de 

los niveles del autoreceptor 5-HT1A fue reportada en pacientes con depresión 

(Drevets et al., 2007), diferencia que coincide con la reducción de la expresión del 

autoreceptor 5-HT1A observada utilizando modelos animales transgénicos 

(Richardson-Jones et al., 2010) y el modelo de siRNAs (trabajo 1 de la presente Tesis). 

Pr consiguiente, los datos presentes ponen de manifiesto la eficiencia y carácter bien 

tolerado de las secuencias de siRNAs utilizadas. 

5.3. La conjugación de los siRNAs permite su acumulación in 

vivo en las neuronas monoaminérgicas 

La utilización de siRNAs en enfermedades del CNS está siendo retrasada por la 

dificultad de poder direccionar y acumular los siRNAs hacia áreas cerebrales 

concretas y/o poblaciones neuronales específicas, así como por la ausencia de un 

método de administración adecuado (Baker, 2010). En este sentido, la presente Tesis 

representó un avance considerable en el uso de siRNAs in vivo al conjugar 

químicamente los oligonucleótidos con ligandos selectivos para los transportadores 

de monoaminas y utilizar una ruta de administración clínica como lo es la vía 

intranasal. 

Otros métodos de conjugación de siRNAs incluyen la unión con péptidos pequeños, 

con anticuerpos o con ligandos que activan la internalización mediada por proteína G 

(Soutschek et al., 2004; Song et al., 2005; Kumar et al., 2007; Baker, 2010; Ming et al., 
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2010; Juliano et al., 2013, 2015). En nuestro caso, la conjugación con sertralina o 

reboxetina permitió direccionar selectivamente los siRNAs a las poblaciones 

neuronales monoaminérgicas de interés. Aunque queda mucho trabajo para poder 

entender el mecanismo exacto de la acumulación celular selectiva, los resultados 

obtenidos en los trabajos 1, 4 y 5 sugieren que, los siRNAs son internalizados a través 

de un mecanismo de endocitosis mediada por transportador e incorporados a la red 

de transporte endosomal desde donde presumiblemente accederían al citosol 

(Juliano and Carver, 2015).  

Concretamente, el trabajo 1 mostró que el C-1A-siRNA se acumula específicamente 

en las neuronas serotoninérgicas y es necesario que el transportador SERT sea 

funcional para la internalización de la molécula. Este punto de vista fue respaldado 

por: 1) un enriquecimiento selectivo de las moléculas de siRNAs en las la neuronas 

serotoninérgicas del mesencéfalo, 2) por la reducción de la expresión y función del 

autoreceptor 5-HT1A, 3) por la ausencia de efectos sobre el receptor 5-HT1A localizado 

en el HPC, región más cercana al sitio de administración intracerebral en el D3V, y 4) 

por la falta del efectos del C-1A-siRNA sobre la neurotransmisión serotoninérgica 

cuando previamente se bloquea el SERT con sertralina. 

Posteriormente, en los trabajos 4 y 5, se profundizó acerca del mecanismo de 

internalización de los siRNAs conjugados. En estos estudios se utilizaron secuencias 

de siRNAs nonsense doblemente conjugadas con alexa488 y sertralina o reboxetina, 

confirmando la acumulación selectiva de las mismas en neuronas serotoninérgicas o 

noradrenérgicas, respectivamente, después de la administración intranasal. Si bien 

no hemos caracterizado el mecanismo de transporte de los siRNAs desde la cavidad 

nasal hacia las neuronas monoaminérgicas, estudios previos empleando 

neuropéptidos o moléculas de dextranos con pesos moleculares de 3 y 10 kDa 

(similar al peso molecular de los siRNAs utilizados que oscilan entre 12 y 14 kDa) 

indicarían que el pasaje de los mismos hacia el cerebro estaría mediado a través de 

espacios perivasculares (Thorne et al., 2004; Graff and Pollack, 2005; Hashizume et 

al., 2008; Lochhead et al., 2015). Del mismo modo, debido a que el bulbo olfatorio 

recibe proyecciones serotoninérgicas, no puede descartarse un posible transporte 
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axonal retrógrado de las moléculas de siRNAs hacia la región somatodendrítica de las 

neuronas serotoninérgicas (Araneda et al., 1999). No obstante, los datos obtenidos 

en los trabajos 1, 4 y 5 indicarían que la conjugación con el ligando (sertralina o 

reboxetina), y no la secuencia del siRNA, es la responsable del direccionamiento de 

las moléculas de oligonucleótidos hacia las neuronas monoaminérgicas.  

Además, en el trabajo 4, el análisis de los datos de microscopia confocal indicó que 

esta acumulación ocurre preferentemente en el DR en comparación al MR. Esto 

podría deberse a una mayor expresión del SERT en esta área cerebral y a una mayor 

sensibilidad de las neuronas 5-HT del DR respecto al MR a la acción de los SSRI como 

previamente se ha reportado (Mamounas et al., 1991; Brown and Molliver, 2000; 

Hervas et al., 2000).  

En conjunto los datos indican que la conjugación de los siRNAs con sertralina o 

reboxetina permitiría la acumulación selectiva de los mismos en las neuronas 

serotoninérgicas o noradrenérgicas, respectivamente, después de la administración 

intracerebroventricular o intranasal. Esto plantea una nueva estrategia terapéutica 

en neuropsicofarmacología basada en el uso de la tecnología de RNAi. 

5.4. La reducción de la expresión del autoreceptor 5-HT1A es 

suficiente para alterar la vulnerabilidad al estrés y la 

respuesta a los antidepresivos 

Los resultados de la presente Tesis mostraron que la reducción de la expresión del 

autoreceptor 5-HT1A en ratón inducida por siRNAs evita el mecanismo de 

autoinhibición de las neuronas serotoninérgicas. Aunque esta situación no modificó 

la liberación basal de 5-HT, respaldando la idea de que el autoreceptor no es activo 

en condiciones fisiológicas (Mannoury la Cour et al., 2001; Johnson et al., 2002), si 

produjo respuestas de tipo antidepresivo en el TST y FST debido, probablemente, a la 

mayor liberación de 5-HT en condiciones de estrés. Del mismo modo, el menor nivel 

de expresión/función del autoreceptor 5-HT1A incrementó la respuesta de los 

fármacos antidepresivos del tipo SSRIs.  
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Los datos obtenidos de los trabajos 1 y 2 permitieron confirmar la disociación 

funcional del receptor 5-HT1A según su localización pre- o postsináptica. Se conoce 

que los agonistas del receptor 5-HT1A tienen propiedades ansiolíticas (Menard and 

Treit, 1999), y que los ratones knockout para este receptor muestran 

comportamiento de tipo ansioso (Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998). Además, se 

ha descrito que el rescate del receptor 5-HT1A en hipocampo y corteza, pero no en 

rafe, durante el desarrollo evita el comportamiento de tipo ansioso observado en los 

ratones adultos knockout para el receptor 5-HT1A (Gross et al., 2002), confirmando el 

rol preferencial del receptor 5-HT1A postsináptico en las respuestas de ansiedad. En 

este sentido y en concordancia con estudios previos utilizando ratones transgénicos 

con una reducción de la expresión del receptor 5-HT1A en los núcleos del rafe 

(Richardson-Jones et al., 2010), los datos obtenidos en el trabajo 1 y 2 mostraron que 

la reducción del nivel de expresión del autoreceptor 5-HT1A en el estado adulto es 

suficiente para afectar al comportamiento de tipo depresivo sin inducir respuestas 

relacionadas con la ansiedad.  

Las diferentes formas de administración del siRNA contra el receptor 5-HT1A (infusión 

local en el DR, administración intracerebroventricular o intranasal) en ratones 

produjo: 1) reducción selectiva de los niveles de expresión del autoreceptor 5-HT1A, 

2) supresión de la hipotermia y reducción la liberación de 5-HT inducida por el 

agonista 5-HT1A 8-OH-DPAT, y 3) respuestas de tipo antidepresivo en el FST y TST. 

Además, el silenciamiento del autoreceptor 5-HT1A aceleró los efectos del SSRI 

fluoxetina, tal y como se observó en estudios clínicos con el bloqueo farmacológico 

con pindolol, antagonista del receptor 5-HT1A de acción preferente sobre el 

autoreceptor (Artigas et al., 1994). Ambos mecanismos, siRNAs y pindolol, 

confirmaron el rol del autoreceptor en el mecanismo de autoinhibición del sistema 

serotoninérgico. Sin embargo, mientras la regulación post-transcripcional del nivel 

del autoreceptor 5-HT1A dependiente de siRNA desencadenó respuestas 

antidepresivas por sí solo, el bloqueo farmacológico utilizando pindolol no es 

suficiente para evocar respuestas de tipo antidepresivas, confirmando la eficacia de 

la modulación post-transcripcional como estrategia terapéutica.  
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En conjunto, los resultados de los trabajos 1 y 2 argumentan la idea que la reducción 

del nivel de expresión del autoreceptor 5-HT1A podría convertirse en una nueva 

estrategia de tratamiento antidepresivo, en especial en aquellos pacientes con sobre-

expresión del mismo en los núcleos del rafe. Además, el silenciamiento del 5-HT1A 

presináptico reduciría el tiempo de aparición de las respuestas clínicas de los SSRIs, 

retraso en parte asociado con el tiempo requerido para producir la desensibilización 

del autoreceptor 5-HT1A.  

5.5. La reducción de la expresión del SERT mediante RNAi 

produce efectos antidepresivos muy rápidos 

Los datos obtenidos en los trabajos 3 y 4 mostraron que la regulación post-

transcripcional de la expresión del SERT en el DR de ratón tiene un gran impacto 

sobre la neurotransmisión serotoninérgica ya que: 1) facilita la neurotransmisión 

serotoninérgica, 2) reduce la expresión y función del autoreceptor 5-HT1A, 3) 

incrementa la proliferación celular y neurogénesis en el DG, y 4) aumenta la 

expresión de genes asociados a neuroplasticidad en el HPC, todos ellos marcadores 

predictivos de la acción antidepresiva en ratón. Estos efectos aparecieron más 

rápidamente después del tratamiento con siRNAs contra SERT que el bloqueo 

farmacológico con el SSRI fluoxetina.  

Concretamente en el trabajo 3, la infusión local durante cuatro días de SERT-siRNA en 

el DR de ratón redujo la expresión/función del SERT, dejando aumentos cuatro veces 

superiores de la concentración de 5-HT en el estriado e HPC, en comparación con 

fluoxetina que requirió 2 semanas de tratamiento. Posiblemente, el aumento de los 

niveles de 5-HT indujo la rápida desensibilización del autoreceptor 5-HT1A, tal y como 

se observó después del tratamiento con SERT-siRNA en comparación con el 

tratamiento con fluoxetina. Estos efectos favorecieron el incremento de la 

neurogénesis y la neuroplasticidad en el HPC en sólo 4 días de tratamiento con SERT-

siRNA, mientras que se necesitaron 15 días de tratamiento con fluoxetina. A nivel 

comportamental, la modulación post-transcripcional del SERT redujo el tiempo de 

inmovilidad en el TST. Este efecto fue comparable al obtenido por Thakker y 
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colaboradores en un estudio anterior, donde encontraron repuestas antidepresivas 

en el FST utilizando un tratamiento con altas dosis (28 nmol·día-1 frente a 0.7 

nmol·día-1 en la presente Tesis) con la misma secuencia de SERT-siRNA (Thakker et al., 

2005). 

Del mismo modo, la aplicación intranasal del C-SERT-siRNA en ratones, también 

desencadenó las respuestas predictivas de la acción antidepresiva descritas 

anteriormente para SERT-siRNA. Además, se comprobó que el tratamiento con C-

SERT-siRNA revierte el modelo murino de depresión asociado al consumo crónico de 

corticosterona antes que el tratamiento con fluoxetina. Esta rapidez podría ser 

consecuencia del incremento de la concentración de 5-HT extracelular, observándose 

con solo 7 días de tratamiento con C-SERT-siRNA valores comparables a los obtenidos 

tras 28 días de tratamiento con fluoxetina. El rápido incremento de los niveles de 5-

HT observados con C-SERT-siRNA posibilita la desensibilización del autoreceptor 5-

HT1A antes que el tratamiento con fluoxetina, observándose en solo 7 días los 

cambios adaptativos necesarios para la acción antidepresiva.  

La modulación post-transcripcional del SERT mediante siRNAs, junto con las 

observaciones descritas en los trabajos 1 y 2 acerca de los efectos de los siRNAs 

conjugados o sin conjugar contra el receptor 5-HT1A, ponen en relieve la utilidad de 

las estrategias basadas en el RNAi para facilitar la neurotransmisión serotoninérgica. 

Además, el uso de una ruta de administración clínica como es la intranasal, aporta un 

gran valor translacional planteando nuevas perspectivas terapéuticas para el 

tratamiento de los trastornos del estado de ánimo como la depresión. 

5.6. Potencial antidepresivo de la modulación post-

transcripcional del TASK3 en neuronas monoaminérgicas 

Los datos obtenidos en el trabajo 5 mostraron que la reducción de la expresión del 

canal de potasio TASK3 en neuronas serotoninérgicas o noradrenérgicas de ratón 

mediante siRNAs conjugados con sertralina o reboxetina, respectivamente, produce 

efectos de tipo antidepresivo como: 1) reducción de la función del autoreceptor 5-

HT1A o del receptor α2 de las neuronas serotoninérgicas o noradrenérgicas, 
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respectivamente, 2) incremento de la proliferación y neurogénesis en el DG, 3) 

aumento de la expresión de genes asociados a neuroplasticidad en diferentes 

subregiones del HPC, y 4) respuestas de tipo antidepresivo en el TST y NSFT. Además, 

como se observó anteriormente con el silenciamiento del autoreceptor 5-HT1A, el 

tratamiento con Ser-TASK3-siRNA no modificó la liberación basal de 5-HT, soportando 

la idea que las respuestas de tipo antidepresivo ocurren, probablemente, por la 

mayor liberación de 5-HT en condiciones de estrés. 

Los efectos de tipo antidepresivo del Ser-TASK3-siRNA probablemente están 

mediados por la facilitación de la neurotransmisión serotoninérgica asociada a la 

pérdida de la función del autoreceptor 5-HT1A, como sugiere la menor capacidad del 

agonista 5-HT1A 8-OH-DPAT para reducir la liberación de 5-HT en la mPFC. Esta idea 

también es compatible con el mayor aumento de la concentración de 5-HT producido 

por el SSRI fluoxetina en los ratones tratados con Ser-TASK3-siRNA, a los que se 

habría atenuado el mecanismo de retroalimentación negativo mediado por el 

autoreceptor 5-HT1A (Artigas et al., 1996; Hervás and Artigas, 1998). Del mismo 

modo, la eficacia del agonista α2 clonidina en reducir la liberación de NE fue menor 

en los ratones tratados con Reb-TASK3-siRNA, sugiriendo una reducción de la 

sensibilidad del receptor α2 adrenérgico. La razón de la menor sensibilidad de los 

autoreceptores 5-HT1A y α2 adrenérgico en los ratones tratados con Ser-TASK3-siRNA 

y Reb-TASK3-siRNA, respectivamente, podría estar relacionada, probablemente, al 

incremento del potencial de membrana de las neuronas serotoninérgicas y 

noradrenérgicas después de la inactivación parcial del TASK3. De hecho, se ha 

reportado que la disminución del canal de potasio TASK3, constitutivamente abierto, 

aumenta el potencial de membrana (Washburn et al., 2002), haciendo a las neuronas 

serotoninérgicas y noradrenérgicas menos sensibles a las acciones hiperpolarizantes 

de los autoreceptores 5-HT1A y α2 adrenérgico. 

Los efectos de tipo antidepresivo producidos por Reb-TASK3-siRNA fueron de menor 

magnitud que los producidos por el Ser-TASK3-siRNA. La menor reducción de células 

dobles positivas (TH y TASK3) observadas en el LC, en comparación a las dobles 

positivas (TPH2 y TASK3) en el DR, apoya que esta diferencia pudiera deberse a la 



Discusión 

 
- 315 - 

menor capacidad de Reb-TASK3-siRNA para acumularse selectivamente en las 

neuronas noradrenérgicas del LC y/o a la menor capacidad del siRNA para reducir la 

expresión de TASK3 en este tipo celular. Por otro lado, la 5-HT y la NE están 

implicadas en distintos aspectos del tratamiento antidepresivo, siendo la 5-HT la 

principal implicada en la resiliencia al estrés, factor clave en los paradigmas 

comportamentales utilizados (TST y NSFT).  

En conjunto, la reducción selectiva de la expresión de TASK3 en neuronas 

serotoninérgicas o noradrenérgicas produce efectos de tipo antidepresivo 

destacando su potencial como diana terapéutica. Una semana de tratamiento con 

Ser-TASK3-siRNA, y en menor medida con Reb-TASK3-siRNA, produce cambios 

histológicos, neuroquímicos y comportamentales similares a los producidos por un 

tratamiento de 4 semanas con un fármaco SSRI. Probablemente, estos efectos son 

debidos al incremento del potencial de membrana de las neuronas monoaminérgicas 

como resultado de la reducción selectiva del canal TASK3. Además, la selectividad de 

los siRNAs conjugados para acumularse en neuronas serotoninérgicas o 

noradrenérgicas después de la administración intranasal, reafirma, junto a los 

trabajos anteriores, la estrategia del RNAi como una nueva herramienta potencial 

para un tratamiento más rápido y eficaz de la depresión.  
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1. Los siRNAs pueden ser utilizados in vivo para silenciar de modo selectivo, 

eficiente y seguro la expresión de genes en neuronas monoaminérgicas 

implicados en el trastorno depresivo y su tratamiento. Esto plantea una nueva 

estrategia terapéutica en neuropsicofarmacología basada en el RNAi. 

 

2. La conjugación de siRNAs con sertralina o reboxetina permite su acumulación 

selectiva en la población neuronal de interés (serotoninérgica o noradrenérgica, 

respectivamente) a través de una vía de administración clínica como es la 

administración intranasal. Los siRNAs son internalizados en las neuronas, 

posiblemente por un mecanismo de endocitosis mediado por transportador, y 

transportados a compartimentos endosomales profundos. 

 

3. La disminución de la expresión del receptor 5-HT1A en las neuronas 

serotoninérgicas mediante siRNAs sin modificar o conjugados con sertralina evoca 

efectos antidepresivos en ratones, probablemente debido a la mayor capacidad 

de las neuronas serotoninérgicas para liberar 5-HT en condiciones de estrés.  

 

4. La modulación post-transcripcional del SERT en ratones mediante siRNAs sin 

modificar o conjugados con sertralina, produce un efecto antidepresivo más 

rápido y potente que el que se obtiene con el bloqueo farmacológico del SERT 

mediante el SSRI fluoxetina. Además, el knockdown del SERT consigue revertir de 

modo más rápido el comportamiento de tipo depresivo asociado al consumo 

crónico de corticosterona en comparación al tratamiento con fluoxetina. 

 

5. La reducción de la expresión del canal de potasio TASK3 en neuronas 

serotoninérgicas mediante la administración intranasal de siRNAs conjugados con 

sertralina evoca respuestas de tipo antidepresivo en ratón, demostrando el 

potencial de TASK3 como una nueva diana para el tratamiento de la depresión. 

Además, el knockdown de TASK3 en neuronas noradrenérgicas utilizando siRNAs 

conjugados con reboxetina, también produce efectos antidepresivos en ratones, 

aunque de menor magnitud que el observado en neuronas serotoninérgicas.  
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6. La ruta de administración intranasal de los siRNAs utilizada para silenciar el 

receptor 5-HT1A, el SERT o el canal de potasio TASK3 proporciona a los estudios 

gran valor translacional, representando nuevas posibilidades terapéuticas que 

mejoran las principales limitaciones de los antidepresivos actuales, baja eficacia y 

acción retardada.  
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