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1. RESUMEN

1.1 RESUMEN

El receptor 5-HT7 es uno de los receptores de serotonina sobre el cual actian
diversos de los tratamientos contra la esquizofrenia. Se conoce poco sobre como
este receptor afecta a la actividad neuronal del sistema central. Por ello este
trabajo se centra en la caracterizacion del receptor 5-HT7R mediante
electrofisiologia con ayuda de la estimulacion e inhibicion selectivas de este a
través del agonista AS19 y del antagonista SB269970. También se investigé el
efecto del antipsicético lurasidona sobre 5-HT7R en ratones sanos. Asi se
observé que la activacion de 5-HT7R disminuye la media de descargas
neuronales en el hipocampo y que no es capaz de revertir los efectos de la
lurasidona probablemente debido al efecto sinérgico de este tratamiento con
varios receptores ademas de 5-HT7R.

1.2. PALABRAS CLAVE

Sistema nervioso central (CNS)
Serotonina (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
Descarga neuronal
Potencial de accion
Antagonista
Agonista

1.3. ABREVIACIONES
CPF — cortex prefrontal

HPC — hipocampo

MUA — multi unit analysis
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2. INTRODUCCION

2.1. ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad cronica heterogenia que afecta al sistema
nervioso central y se encuentra asociada a impedimentos personales como
cambios cognitivos, fisicos y metabdlicos. El desarrollo de esta es a largo plazo
normalmente progresa a lo largo del tiempo y esta asociada con una mortalidad
temprana. (Cristiano et al., 2023; Winship et al., 2019)

2.1.1. SINTOMAS

Esta enfermedad tiene diferentes tipos de sintomas catalogados en tres clases
diferentes: positivos, negativos y disfuncién cognitiva (Owen et al., 2016). Entre
los sintomas positivos encontramos delusiones, alucinaciones y trastornos del
pensamiento, estos son también denominados sintomas psicoticos, debido a que
cuando ocurren se pierde el contacto con la realidad. Los sintomas negativos
mas caracteristicos incluyen anhedonia, abulia, retiro social y desorden del
pensamiento y del habla. Por ultimo, la disfuncion cognitiva implica que los
pacientes con esquizofrenia presentan disfuncién de la memoria, del aprendizaje
y de la atencidn, entre otros. La esquizofrenia también se asocia con otras
enfermedades como alteraciones cardiovasculares, obesidad o diabetes; todas
ellas consecuencia de estilos de vida poco sanos, manifestaciones de
enfermedades mentales y efectos secundarios de ciertos medicamentos.
(Cristiano et al., 2023; Owen et al., 2016; Winship et al., 2019).

2.1.2. CAUSAS
Estudios recientes han catalogado a esta enfermedad como una enfermedad
genética, debido a que diferentes mutaciones en ciertos genes y diferentes
proteinas truncadas tienen un grado de incidencia en esta enfermedad relevante
(Liu et al., 2023). Otros estudios anteriores ya apuntaban que la genética tenia
una contribucion directa, pero no exclusiva, en esta enfermedad. Se ha
observado en diversos estudios epidemiolégicos que hay mas de 100 loci que
contienen diferentes alelos bastante comunes que pueden contribuir a un efecto
en el desarrollo de esta enfermedad cuando se combinan (Owen et al., 2016).
También existen factores ambientales que influyen en el riesgo de padecer esta

enfermedad como por ejemplo estrés materno, deficiencias alimentarias
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maternas u otras exposiciones que puedan impactar en el desarrollo temprano
del cerebro (Owen et al., 2016).

Aunque, la causa de la esquizofrenia es todavia desconocida, y la mayor parte
de investigacion se centra en la dopamina y el glutamato, diferentes
neurotransmisores y neuromoduladores como la serotonina o el acido gamma-
aminobutirico (GABA) también estan implicado en su fisiopatologia (Winship et
al., 2019).

2.1.3. TRATAMIENTOS ACTUALES
Hay diversos medicamentos destinados a tratar la esquizofrenia, pero la
respuesta de la mayor parte de ellos es inferior a la deseada debido a que su
actividad es lenta y normalmente producen efectos secundarios (Winship et al.,
2019). Los diferentes tratamientos para la esquizofrenia se pueden diferenciar
en medicamentos antipsicoticos de primera generacion o neurolépticos (la
mayoria de los cuales son antagonistas del receptor de dopamina o serotonina),
antipsicoticos de segunda generacion y antipsicoticos de tercera generacion
(Maric et al., 2016). La mayoria de neurolépticos se unen al receptor D2R, como
la clorpromazina o el haloperidol. Los neurolépticos son capaces de reducir los
sintomas positivos de la esquizofrenia pero su efectividad contra los sintomas
negativos es menor y un 30% de los pacientes no responden a estos
tratamientos. Ademas, estos tratamientos tienen muchos efectos secundarios en
los pacientes que los toman y pueden perder su efecto a lo largo del tiempo. Los
antipsicoticos de segunda generacion intentan evitar estos efectos secundarios
aunque solo una pequefa parte de ellos tienen una mayor eficacia, algunos
ejemplos son la clozapina, la lurasidona y la risperidona. Estos medicamentos a
parte de actuar en D2R también actlan en varios de los receptores de serotonina
(5-HTR). Los antipsicéticos de tercera generacion son ligandos funcionalmente
selectivos o agonistas parciales de D2R con posibles acciones en 5-HT1AR y 5-
HT2AR. La diferencia que tienen estos medicamentos con los de primera y
segunda generacion es que estos no son antagonistas sino agonistas parciales
de D2R. Algunos ejemplos de antipsicoticos de tercera generacion son

aripiprazona o brexpiprazona (Maric et al., 2016; Stepnicki et al., 2018).

Entre los medicamentos usados actualmente se encuentra la clozapina, que es
el medicamento mas potente en efecto y tiene su accion en el D2R vy
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neurotransmisores como 5-HT2A. No obstante, este es un medicamento que
Unicamente se prescribe si el resto han sido descartados, ya sea porque no
tienen efecto en el paciente o por interaccién con otra medicacién (Owen et al.,
2016).

Entre los nuevos medicamentos o0 adyuvantes a la terapia se encuentran también
diferentes cambios en el estilo de vida. Un estudio reciente sugiere que la
intervencion en la actividad fisica hace que la calidad de vida de las personas
gue sufren esta enfermedad mejore (Cristiano et al., 2023). Otros estudios
proponen el uso de probioticos psicobidticos como adyuvantes en el tratamiento
de diferentes desordenes psiquiatricos, entre ellos la esquizofrenia (Vasiliu,
2023).

2.1.4. MODELOS ANIMALES
Hay diferentes modelos animales para el estudio de la esquizofrenia. Al buscar
un buen modelo animal de esta enfermedad hay que tener en cuenta que entre
sus sintomas se encuentran la delusiones paranoicas y afectacion del lenguaje,
algo que es caracteristico en humanos, lo que hace que el paralelismo de estos

modelos con los humanos sea algo complicado (Winship et al., 2019).

En ratones, hay diferentes modelos usados para diferentes estudios. Se
encuentran tanto modelos murinos genéticos como farmacoldogicos. Los modelos
genéticos mas comunes incluyen la mutacion del gen DIS1 (disrupted in
schizophrenia 1). La reduccion en la activacion del receptor de glutamato NMDA
es también un modelo establecido y ampliamente utilizado, debido a que se ha
demostrado que en esquizofrenia hay un déficit en la neurotransmision
excitatoria mediada por glutamato a través de los receptores de glutamato NDMA
(NDMA-R) (Castarié et al., 2015; Winship et al., 2019). Por ello se ha potenciado
el uso de diferentes antagonistas de este receptor, como pueden ser la ketamina
o la fenciclidina (PCP, polvo de angel), como inductores quimicos de la
esquizofrenia (Winship et al., 2019). En humanos, la administracion de PCP
induce alucinaciones y delusiones, disminucion de la capacidad de habla e
impedimento de la actuacion cognitiva. En ratones, este mismo compuesto
produce hiperlocomocion y estereotipias (sintomas que se traducen en sintomas
positivos en humanos), retiro social, dafio en la inhibicion de prepulsos (un
sonido débil es escuchado antes del sonido del pulso en las grabaciones

6
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neuronales, lo que inhibe la respuesta al segundo estimulo) y déficits cognitivos
(Winship et al., 2019). A dia de hoy la mayoria de los estudios de esquizofrenia
en animales se llevan a cabo con la administracién de PCP, que se puede
realizar en diferentes regimenes: agudo, crénico y subcronico dependiendo de
las dosis que se le administren al animal (Lee & zhou, 2019). El tratamiento
cronico/subcronico con PCP ha demostrado presentar un incremento de
actividad locomotora y sensibilizacion del comportamiento en ratones C57BL/6J
y C57BL/6N (Castafié et al., 2015).

2.2. SISTEMA SEROTONINERGICO

2.2.1. SEROTONINA

Se denomina sistema serotoninérgico al conjunto de serotonina (5-HT) y sus
receptores y todas las posibles rutas de sefializacion en las que estén implicados
(Maisonial-Besset et al., 2022). El Sistema serotoninérgico tiene un papel
importante en la regulacion central de muchas funciones autonémicas como la
presion arterial, la actividad motora, la nocicepcion y el comportamiento afectivo.
En ratones, todos los grupos de serotonina en el rombencéfalo caudal, pero no
los que se encuentran en el rombencéfalo rostral, proyectan al cordon espinal
(Sengul & Watson, 2012). El cortex prefrontal (CPF) y el hipocampo (HPC) son las
dianas mas frecuentes para las neuronas 5-HTergicas (Strac et al., 2016). Tanto
el CPF como el HPC son esenciales para la modulacion de mdultiples procesos
conductuales y cognitivos y las interacciones entre ambas contribuyen al
comportamiento y se ven alteradas en los desérdenes psiquiatricos. Estas zonas
se encuentran altamente inervadas por aferentes serotoninérgicos que se
originan en el nucleo rafe del mesencéfalo (Gener et al., 2019; Puig y Gener,
2015).

Diferentes estudios realizados sobre este sistema han demostrado que esta
involucrado en muchas funciones cerebrales, o que se correlaciona con el gran
numero de enfermedades en los que se encuentra alterado, como Alzheimer,

Parkinson, depresion o esquizofrenia (Maisonial-Besset et al., 2022).

La serotonina (5-hydroxytryptamine, 5-HT) es una monoamina que actia como
neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC), también es una hormona

en el tracto gastrointestinal, un factor mitbgeno y puede regular la
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vasoconstriccion (Sarrouilhe et al., 2021). Entre sus funciones, a parte de las ya
mencionadas, se encuentran la temperatura corporal, el suefio, el apetito, el
dolor y la actividad motora. Ademas de regular otras funciones como la cognicién
y el comportamiento emocional. Aunque su funcion mas importante es el control
de la cognicion y las funciones ejecutivas. En varios estudios se ha demostrado
gue niveles disminuidos de serotonina tienen un efecto negativo en la flexibilidad
de la conducta, que se describe como la habilidad de adaptarse a patrones de
comportamiento cuando hay un cambio en el entorno. Por este motivo, el cortex
prefrontal y el hipocampo son las dianas més frecuentes para las neuronas 5-
HTergicas (Alvarez et al., 2021; Strac et al., 2016).

2.2.2. PRODUCCION DE 5-HT
La produccion de serotonina se realiza por una via que incluye el triptéfano, la
triptéfano hidroxilasa (TPH1/TPH2) y la 5-hidroxytriptéfano (5-HTP)
decarboxilasa. La serotonina se acumula en las vesiculas presinapticas de las
neuronas del SNC gracias al transportador vesicular de monoaminas (VMAT) y
es secretada durante la sefializacion neuronal. Una vez esta sefializacion se ha
llevado a cabo, la serotonina se elimina del espacio sinaptico mediante el
transportador selectivo de serotonina (SERT) y se recicla de vuelta a vesiculas
presinapticas o es metabolizada a acido 5-hydroxyindole-3-acético (5-HIAA) por
la monoamina oxidasa-A (MAO-A) en el citosol (Sarrouilhe et al., 2021). La
serotonina tiene la funcion de dirigir el desarrollo cerebral en la embriogénesis.
Pero en humanos y en ratones en el desarrollo mas temprano la placenta es la

fuente de serotonina para el desarrollo del cerebro. (Sarrouilhe et al., 2021)

2.2.3. RECEPTORES DE SEROTONINA
Existen 14 receptores de serotonina (5-HTR) reconocidos hasta el momento, los
cuales se encuentran divididos en 7 familias divididos respecto a su distribucion,
estructura molecular, respuesta celular y funcién (Strac et al., 2016). Las 7
familias de receptores son de 5-HT1R a 5-HT7R, todos ellos receptores anclados
a proteina G, excepto la familia de 5-HT3 que son canales de iones activados
por ligando, y todos ellos con potencial excitatorio, excepto 5-HT1R y 5-HT5R.
La familia de 5-HT1R engloba a 5 subtipos de receptores, clasificados de A-F, la
familia de 5-HT2R engloba 3 subtipos de A-C, la familia 5-HT3R engloba dos

subtipos Ay B, la familia 5-HT4 engloba 7 subtipos A-H y el resto solo tienen un
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subtipo. Estos receptores se encuentran distribuidos por el SNC y diversos
organos, aunque las dianas mas comunes para las neuronas serotoninérgicas
son el CPFy el HPC. La activacion de los diferentes 5-HTR pueden tener efectos
muy distintos. Los agonistas y antagonistas de estos receptores pueden afectar
a procesos cognitivos, lo que ha despertado el interés por estos receptores como
tratamientos para déficits cognitivos (Pytliak et al., 2011; Strac et al., 2016).

2.3. EL RECEPTOR 5-HT~
El receptor 5-HT7R (5-hydroxytryptamina 7, 5-HT7R) es un receptor de
serotonina que ha sido recientemente descubierto y que puede tener diferentes
formas dependiendo de la isoforma poseida por el organismo. La expresion de
este receptor esta ampliamente extendida en todo el CNS, tracto digestivo y otros
organos. En concreto, en el sistema nervioso central se ha encontrado en una
mayor densidad en neuronas del tdlamo, giro dentado, septo, hipotalamo,
substancia negra, hipocampo, cortex y amigdala (Alvarez et al., 2021; Nikiforuk, 2015;
Quintero-Villegas & Valdés-Ferrer, 2022). En el HPC se encuentra expresado en las
células piramidales de la regiéon cornu ammonis (CA)1 y CAS3, tanto en las
neuronas como en la glia (Quintero-Villegas & Valdés-Ferrer, 2019). En el CPF también
se expresa en las neuronas piramidales entre la segunda y tercera semana del
periodo postnatal (Higa et al., 2022). Se ha demostrado que este receptor se
encuentra implicado en la termorregulacion, los ritmos circadianos, el control de
los ciclos de suefio y actividad, la nocicepcion, la cognicion y la motilidad

intestinal (Alvarez et al., 2021; Quintero-Villegas & Valdés-Ferrer, 2022).

EL 5-HT7R pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G
(GPCR) y se une a la adenilato ciclasa a través de proteinas Ga estimulables.
Su activacion concluye en un incremento de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) en el interior celular. Recientemente también se ha demostrado que este
receptor puede interaccionar con proteinas Ga12. La interaccion con estas
Ultimas en el hipocampo es la que se cree que puede estar relacionada con la
regulacion del desarrollo y que incrementa durante los estados postnatales. Esto
implica que la serotonina también modula especificamente la formacién de las

primeras conexiones neuronales (Nikiforuk, 2015).
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El gen que codifica por el receptor 5-HT7R se localiza en el cromosoma 10, y
contiene 3 intrones en la region codificante. Este receptor se expresa en 3
isoformas diferentes 5-HT7R(A), 5-HT7R(B) and 5-HT7R(D) en humanos y 5-
HT7R(A), 5-HT7R(B) and 5-HT7R(C) en ratas, aunque no hay cambios de
funcion aparentes entre las diferentes isoformas. Este receptor presenta una
elevada homologia entre especies, pero se ha visto que esta no es igual de
elevada cuando se comprara con otros receptores de 5-HT (Quintero-Villegas &

Valdés-Ferrer, 2022).

Se conoce poco sobre este receptor, pero se han observado efectos pro-
cognitivos con el uso de antagonistas del 5-HT7R (figura 1). Por ejemplo, el
antagonista SB-269970 atenta PCP vy los déficits de aprendizaje inducidos por
la escopolamina (un farmaco que es capaz de inducir desordenes cognitivos y
actia en los receptores muscarinicos (Chen & Yeong, 2020)) y también mejora la
memoria de referencia. La lurasidona (otro antagonista), atenia MK-801,
escopolamina e impedimentos en el aprendizaje y la memoria inducidos por PCP
(Strac et al., 2016).

Antagonist

FIGURA 1. REPRESENTACION DE LA ACCION DE LOS TRATAMIENTOS DE 5-HT7R. DE
IZQUIERDA A DERECHA: ARILALQUILAMINA, ARILPIPERAZINA DE CADENA LARGA Y
TETRAHIDROBENZINDOLE. EXTRAIDO DEL TRABAJO DE THIRUMARAN ET AL., 2019.

En pacientes con esquizofrenia existe una disminucién del nimero de estos
receptores en el hipocampo y en el cortex prefrontal, también hay una elevada
afinidad entre los antipsicéticos atipicos y este receptor y una asociacion positiva

entre el haplotipo del gen del 5-HT7R y la incidencia de esquizofrenia. Esto

10



Trabajo de final de grado biotecnologia Sara Hidalgo Nieves

apunta a que este receptor se ve envuelto en las alteraciones neurobioldgicas

de la esquizofrenia. (Strac et al., 2016)

5-HT7R se expresa predominantemente en las regiones limbicas, lo que apoya
la hipétesis de que este contribuye en la regulacion del procesamiento de la
memoria, la cognicion y la percepcion emocional, asociandose también con

algunos tipos de dominios cognitivos. (Okubo et al., 2021)

Se ha postulado que el antagonismo de 5-HT7R probablemente juegue un papel
clave en la eficacia clinica de antipsicéticos como el aripiprazol, clozapina,
guetiapina, risperidona y zotepina, que son antagonistas de 5-HT7R. Pero el
funcionamiento sigue siendo desconocido, ya que las afinidades de estos
farmacos son mayores en otros receptores de 5-HT. También se ha demostrado
gue los antagonistas de 5-HT7R son diferentes de los antipsicoticos atipicos, y
por este motivo, las variantes de 5-HT7R no se encuentran asociadas con la

respuesta a los antipsicoticos atipicos para la esquizofrenia (Okubo et al., 2021).

2.3.1. AS19
(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimethylpyrazolin-4-yl)-2-(dimethylamino)tetralina o AS19 es
una molécula agonista selectiva del receptor 5-HT7R. Esto quiere decir que se
puede unir en el centro activo del receptor y ejercer el mismo efecto que la
serotonina con la diferencia de que la activacion del receptor por parte del
agonista ejerce un mayor efecto en la cascada de sefializacion posterior, lo cual
implica un aumento en el efecto de activacion de este. AS19 es un compuesto
gue puede cruzar la barrera hematoencefalica muy facilmente y afecta
mayoritariamente a la descarga de las neuronas del nucleo rafe, aunque también
se ha descubierto que tiene afinidad por otros receptores (Meneses et al., 2008;

Nikiforuk, 2015; Roberts & Hedlund, 2012).

2.3.2. SB269970
SB269970 es una molécula gue tiene propiedades antagonistas del receptor 5-
HT7R. En concreto esta molécula bloquea la estimulacion de la adenilato ciclasa
mediante 5-HT. Esta molécula se une al centro activo del receptor 5-HT7R,
bloqueandolo y haciendo que la serotonina no se pueda unir, aunque se ha
demostrado que también tiene afinidad por otros receptores (Hagan et al., 2000;

Roberts & Hedlund, 2012). SB269970 se ha demostrado que bloquea Ia

11
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hiperactividad provocada por PCP, anfetamina y ketamina en ratas, que, como
se ha mencionado anteriormente es un sintoma positivo de esquizofrenia en

estos animales (Nikiforuk, 2015).

2.3.3. LURASIDONA

La lurasidona es un tratamiento aprobado por la FDA (United States Food and
Drug Administration), la PMDA (Japanese Pharmaceuticals and Medical devices)
y la EMA (European Medicines Agency) para la esquizofrenia. Diferentes
estudios indican que la lurasidona mejora de forma significativa los sintomas
positivos, negativos y depresivos y mejora la calidad de vida. Aunque adn no se
sabe exactamente lo que la hace superior al resto de los medicamentos atipicos
antipsicoticos (Okubo et al., 2021).

Se ha determinado que la lurasidona tiene un potente efecto antagonista en el
receptor 5-HT2AR y D2R y parcialmente antagonista en 5-HT1AR. Aunque su
mayor efecto lo tiene como antagonista 5-HT7R, y comparado con otros
antipsicaoticos es el que tiene mayor afinidad por este receptor. Las propiedades
antipsicaoticas de la lurasiona vienen dadas por su actuacion con los receptores
D2R y 5-HT2A, en cambio, sus propiedades antidepresivas estan relacionadas
con su union a los receptores 5-HT1A y 5-HT7 (Azhar & Shaban, 2022; Okubo et al.,
2021). Se ha observado que dosis bajas de lurasidona tienen un mayor efecto en
D2R 0 5-HT7R. Con lo cual la lurasidona en las dosis aprobadas actualmente se
puede considerar un antagonista de 5-HT7R (Okubo et al., 2021). Estudios
anteriores han demostrado que el tratamiento conjunto de lurasidona y AS19

revierte los efectos positivos de la lurasidona en ratas (Nikiforuk, 2015).

2.4. ESTUDIOS PREVIOS DEL GRUPO DE ACOGIDA

Estudios previos del grupo han descrito con detalle como distintos receptores de
serotonina afectan a la actividad neuronal de circuitos que incluyen el cortex
prefrontal y el hipocampo en ratones despiertos y en libre movimiento. Dichos
estudios combinaron técnicas sofisticadas de electrofisiologia vy
neurofarmacologia. En concreto, anteriores trabajos del grupo han demostrado
gue los receptores 5-HT2AR y 5-HT1AR se expresan en abundancia en CPF y
HPC y que ambos influencian la actividad neuronal de estas areas de forma muy

potente. Se ha demostrado que la activacion farmacoldgica de 5-HT1AR
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disminuye la descarga de neuronas y las oscilaciones gamma en el CPF de
ratones despiertos, mientras que la activacion de 5-HT2AR tiene el efecto
contrario. En el HPC, el 5-HT1AR es el encargado de la regulacién de las
oscilaciones theta reguladas por serotonina. También se ha observado que los
receptores de dopamina D2R disminuyen la descarga neuronal in vivo tanto en
HPC como en CPF (Gener et al., 2019).

3. OBJETIVOS

No esté esclarecido el patron neuronal de las neuronas piramidales donde se
expresa 5-HT7R y no se sabe como afecta este receptor a la actividad neuronal.
Por ello en relacion a la informacién existente, se podria pensar que la activacion
de este receptor excitatorio puede llevar a cabo una activacion neuronal tanto en
HPC como en CPF.

Con respecto a la lurasidona, la afinidad de la este medicamento por diferentes
receptores podria apuntar a un efecto conjunto de estos sobre la actividad
neuronal en HPC y CPF, disminuyéndola. Pero el hecho de que tenga una mayor
afinidad por el receptor 5-HT7, siendo en este caso un potente antagonista del
receptor lleva a pensar que tiene su efecto recae mayoritariamente sobre este
receptor, con lo cual una activacion de este podria afectar a la disminucion de la

actividad neuronal en HPC y CPF mediada por lurasidona.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la veracidad de las hipotesis planteadas
realizando diferentes estudios. Primero, se pretendia describir cémo los
receptores 5-HT7R afectan a la actividad neuronal de la CPF y el HPC en ratones
despiertos. Para ello, se registro la actividad neuronal en ratones a los que se

les administré un agonista y un antagonista del receptor 5-HT7R.

Por otro lado, también se pretendia estudiar si la administracion de un agonista
de 5-HT7R era capaz de revertir los efectos de la lurasidona, dado que la
lurasidona es un tratamiento que hace efecto en mas de un receptor, entre ellos
5-HT7R.
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4. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

4.1. RATONES

Para este experimento se utilizaron ratones macho C57BL/6J (n=5) de entre 2y
3 meses de edad al inicio de los experimentos. Los ratones se mantuvieron en
condiciones de control de temperatura (23+1°C) e iluminacion (ciclos de 12h de
luz/oscuridad). Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con la
directiva de la unidon europea 2010/63/EU y la legislacion espafiola (leyes
32/2007, 6/2013 and Real Decreto 53/2013) y fueron autorizados por el Comité
de ética en experimentacion animal del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona
(PRBB) y la Generalitat de Catalufia.

4.2. CIRUGIAS
Previamente a la llegada de la alumna, los ratones fueron inducidos con una
mezcla de Ketamina y xilacina y posicionados en un aparato estereotaxico. La
anestesia se mantuvo constante a 0.5-4% isoflurano. Seguidamente, se
realizaron unas pequefias craneotomias sobre el cortex prefrontal medial
(mCPF) y el hipocampo dorsal (dHPC). A continuacion, se atornillaron varios
microtornillos en el craneo para estabilizar el implante y el tornillo situado encima
del cerebelo fue usado como tierra, tal y como se puede observar en la figura 2.
Se implantaron tres electrodos de tungsteno, un estereotodo (dos hilos
entrelazados) y un tercer electrodo, en la region prelimbica del mCPF y dos mas
fueron implantados en el area CAl del dHPC. Los electrodos fueron
posicionados en el cértex prelimbico y en la region CAL. La actividad neuronal
fue grabada mientras los electrodos se posicionaban en el cerebro para poder
localizar la regién CAl. Ademas de estos, tres electrodos de referencia fueron
implantados en el cuerpo calloso y los ventriculos laterales. Los electrodos se
hicieron con dos fibras de tungsteno trenzadas de 25um de grosor y se unieron
usando aislamiento térmico. Para la implantacion los electrodos se implantaron
de forma unilateral con cemento dental y las fibras de los electrodos se unieron
a un adaptador para facilitar su conexion al sistema de grabacion. Después de
la cirugia, los ratones tuvieron al menos una semana de reposo para su correcta
recuperacion durante la cual fueron extensamente monitoreados y recibieron

tratamientos de analgesia y antinflamatorios. Ademas, los animales también
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fueron familiarizados con el implante conectado al cable de grabacion. Después
del final de los experimentos, el posicionamiento de los electrodos fue
confirmado de forma histolégica mediante la tincion de rodajas del cerebro de los
ratones con violeta de cresilo. Los electrodos que tenian la punta fuera del area
deseada fueron descartados del analisis.

FIGURA 2: A LA IZQUIERDA, POSICIONAMIENTO DE LOS ELECTRODOS Y TORNILLOS EN EL
CEREBRO DE LOS RATONES. GND INDICA EL POSICIONAMIENTO DEL TORNILLO USADO
COMO TIERRA Y REF. INDICA LOS ELECTRODOS REFERENCIA, DE COLOR NEGRO EN LA
IMAGEN. LOS ELECTRODOS DE COLOR AZUL SON AQUELLOS SITUADOS EN EL CPF Y LOS
NARANJAS LOS SITUADOS EN EL HPC. A LA DERECHA, FOTOGRAFIA DE UN RATON

IMPLANTADO.

4.3. INYECCIONES
Los tratamientos fueron administrados con el raton conectado a los cables de
adquisicion de datos electrofisiolégicos, anteriormente a la llegada de la alumna.
Una vez iniciada la grabacion, se empezaron a administrar los diferentes
tratamientos siguiendo la misma secuencia, que puede ser observada en la tabla
1y la figura 3. Primero se grabo el estado basal sin perturbar al animal durante
30 minutos y pasado este tiempo se realizé una inyeccion de solucion salina y
se dej6 al animal libre durante 30 minutos mas. Esto se realizé de la misma forma
para los tres estudios analizados en este trabajo. Una vez pasado este tiempo,
en el primer estudio, se realizé una inyeccion de 10mg/kg de AS19 y se dejo al
raton durante 1h. Seguidamente, se inyectaron 8mg/kg de SB269970 en dos
inyecciones de 4mg/kg espaciadas 30min. En este Ultimo periodo de tratamiento
con SB269970 se dejo al ratén durante 1,5h desde la primera inyeccion para
evaluar correctamente las fluctuaciones del efecto del tratamiento antes de parar
la grabacion. En el segundo estudio se inyectaron primero 4mg/kg de SB269970
y se dej6 al raton 1h para evaluar los efectos del tratamiento. Pasado este tiempo
se realiz6é una segunda inyeccién de 10mg/kg de AS19 y se dej6 al raton durante

1h mas. En el tercer estudio se realizaron dos inyecciones como en el segundo,
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con la unica diferencia estando en el primer compuesto administrado, el cual en

este caso fue lurasidona en una concentracion de 1mg/kg.

TABLA 1: TABLA CON LOS TIEMPOS DE INYECCION DE CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS.

CADA TIEMPO DE INYECCION CORRESPONDE AL TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE EL INICIO

DEL ENSAYO.
SB269970 SB269970
SALINO AS19 (10mg/kg)
(4mg/kQ) (4mg/kQ)
30min 60min 120min 150min
SALINO SB269970 (4mg/kqg) AS19 (10mg/kg) -
30min 60min 120min -
SALINO LURASIDONA (Img/kg) AS19 (10mg/kg) -
30min 60min 120min -
Baseline ¢ Saline ¢ Drug 1 ¢ Drug 2
1h

FIGURA 3: PROTOCOLO EXPERIMENTAL. EXTRAIDO DEL TRABAJO DE GENER ET AL.,
2019.

4.4, RECOGIDA DE DATOS
La recogida de datos se realizO mediante los electrodos posicionados
previamente en las regiones CPF y CALl del cerebro de los ratones. Durante los
procedimientos estos estaban conectados al cable de grabacion y se recogieron
los cambios de voltaje en estas zonas, lo que proporciond informacién sobre la
descarga de las neuronas y las oscilaciones neuronales. La actividad neuronal
se grabo6 utilizando el software Open Ephys en 0.1-6000Hz y una tasa de
muestreo de 30 kHz con amplificadores Intan RHD2132. Los datos extraidos de
Open Ephys se guardaron en formato HDF5 (.hdf5). Las sefiales se procesaron
offline para poder eliminar los artefactos de 50Hz correspondientes a las sefiales
del entramado eléctrico del edificio. Seguidamente se analizaron los datos en

continuo para poder observar la agregacion de la actividad de las diferentes
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neuronas alrededor del electrodo, lo que se conoce como analisis MUA por sus
siglas en inglés (Multi Unit Analysis).

4.5. ANALISIS DE LOS DATOS

4.5.1. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Para poder realizar el andlisis MUA se utilizd un script de Python llamado
“Puig_lab_analysis.py” que habia sido previamente creado por miembros del
laboratorio. Con este se pudieron extraer los diferentes canales de los datos de
Open Ephys, sustituir la escala de bits a voltios y se guardaron en formato
MATLAB descomprimido (.mat), como se puede observar en la figura 4. Estos
documentos en formato MATLAB se volvieron a procesar con un script de Python
llamado “Puiglab_preprocessing.py” que también fue creado por previos
miembros del laboratorio. En este segundo procesamiento de los archivos, se
extrajeron y filtraron las grabaciones de cada uno de los electrodos y se
guardaron de forma individual en archivos con formato Neuroexplorer (.nex).
Concretamente, el archivo de Python asocia cada uno de los archivos con el
adaptador apropiado del sistema y lo referencia con el mejor electrodo referencia
para poder obtener el mejor ratio sefal-ruido. Ademas, también se filtra la sefal
para poder reducir la frecuencia Unicamente al rango de impulsos, es decir, entre
450 y 6000Hz.

N
.
~N

open éphys

FIGURA 4: SISTEMA DE ELECTROFISIOLOGIA. LAS SENALES NEURONALES DEL RATON SE
GRABARON MEDIANTE LOS ELECTRODOS IMPLANTADOS EN SU CEREBRO, ESTOS SE
RECOGIERON Y GUARDARON EN ARCHIVOS UTILIZANDO EL SOFTWARE OPEN EPHYS Y LOS

ARCHIVOS EXTRAIDOS SE PROCESARON UTILIZANDO PYTHON.
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4.5.2. CLASIFICACION DE LAS SENALES CON OFFLINE SORTER
Offline sorter v3 (Plexon Inc.) es uno de los softwares de clasificacion de
potenciales de accién de la industria a dia de hoy. Es capaz de reconocer
potenciales de acciébn que han sido grabados mediante electrodos o
estereotodos y tetrodos y clasificar las neuronas segun un principal component
andlisis (PCA). Es capaz de reconocer single neuron spikes y hacer una
seleccion de los datos de los potenciales de accion y separarlos del ruido. Los
potenciales de accién se disponen en puntos 2D o 3D y el programa contiene
diferentes técnicas de clasificacion de estos (Plexon, s.f.).

Para este andlisis los datos se cargaron en el programa en formato de archivo
.nex y se visualizaron. Con ayuda de las herramientas del programa, tanto
automaticas como manuales, se eliminaron todas aquellas sefiales que podian
ser ruido y asi se limpiaron todas las grabaciones de ruido una a una. Los datos
obtenidos de esta clasificacion se guardaron en archivos con formato Plexon
(.plx). Los archivos que contenian mucho ruido o en los que el ruido no pudo ser

separado fueron descartados del analisis.

45.2.1. USO DE OFFLINE SORTER

Y= & 2o 2 Bl Jral a0 [ i, ulls 2 S Pica s v o oh v b B xaisPC)  n s Energy z ZAis P Ll Bib u saxpE i -[s]

Fle dt View Selet Waveforms Sot Units Tools Window Run Help

80X Ciason> - 80, QG cax ax

8 Pieron Offne Sorter - OPEN-BAS.5L6-80.1 PFC3 e 1 — P =l i

sENe R

PECRC)

-

# 20 Clusters | 3030 Clusters m

x B
2Rl w

53380

DL s o
T TRV MU PO TR YN
0t A O

TR A )

FIGURA 5. CAPTURA DE PANTALLA DEL PROGRAMA OFFLINE SORTER. MARCADOS EN
ROJO TODOS AQUELLOS PUNTOS QUE SE MENCIONAN EN LA EXPLICACION DEL

APARTADO.
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Al cargar los archivos en offline sorter estos se disponen como se puede
observar en la figura 5. Primero se debe de seleccionar en el “y axys” la opcién
de “energy”. Después, en el apartado de “Waveform detection” se puede
determinar el umbral (“threshold”) de forma manual. En este punto se pueden ver
todas las sefiales del archivo. Una vez se ha establecido el umbral en -30, se
marca la casilla de “control dysplays” y se selecciona “detect” en el apartado de
“‘detect waveforms” asi las sefiales que entran en el umbral seleccionado se
eliminan automaticamente. Y en el apartado de “timeline” aparece una nueva
linea con las sefales. Una vez establecido el umbral se puede seleccionar el
apartado de “2D clusters” y aqui se pueden eliminar las sefiales que son claros
outliers, es decir, de la forma mas objetiva posible se determina si existen
algunas sefiales claras que se encuentran muy alejadas del resto y se eliminan.
Asi se pueden eliminar las primeras sefiales de ruido. A continuacion, se
observan los potenciales de accion en el apartado “waveforms” y se eliminan
aquellos que se salen del grupo y/o forma principal, asi como aquellos que
contienen una clara forma de zigzag. De esta forma, siguiendo ventanas de unos
50s se hace una pasada por todo el archivo eliminando aquellas sefiales que
pertenecen a la categoria de ruido y Unicamente se dejan aquellas que se

consideran potenciales de accion.

Para un buen analisis de los potenciales de accion se deben de eliminar también
los segundos de las inyecciones, debido a que son las zonas del archivo con
mas ruido y no es debido al efecto del tratamiento sino al estrés que sufre el
animal al ser manipulado. Estas zonas son de facil identificacion debido a su
forma y a su marca temporal, ya que en todos los canales de un animal se

encuentran en la misma posicion.

4.5.3. ANALISIS MUA
Para realizar el analisis de los archivos Plexon se modific6 un programa de
Python ya existente, creado por previos miembros del laboratorio. Este archivo
se modificé para poder obtener dos programas diferentes, uno para el estudio
con tres administraciones de tratamientos y el otro para los estudios con dos

administraciones, tal y como se muestra en la figura 6.
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seconds = seg.annotations['LastTim np']

!

Con esta funcién conseguimos el tiempo total de la grabacidn,
con este dato se puede comprobar que el script ha funcionado
correctamente, ya que todos los canales de un mismo animal
deberian de tener el mismo tiempo.

mydata_clean = pd.DataFrame(mydata, columns=[fil: , , , )

’ I <) I = | ’ ’

4

Con esta funcidn se organizan todos los datos que se han
analizado anteriormente en el script en columnas con estos
titulos para que la tabla resultado del documento Excel esté

organizada de esta forma.

's1)

FIGURA 6: EJEMPLOS DE FUNCIONES MODIFICADAS EN EL SCRIPT DE PYTHON PARA

PODER REALIZAR EL ANALISIS DE LOS DATOS.

Estos programas usan la libreria de Python Pandas DataFrame

(https://pandas.pydata.org/) para poder clasificar cada archivo como diferentes

etiquetas denominadas como “keys” en la libreria de Panda. Las etiquetas
usadas en este caso son: animal, canal, sefales totales y tasa de descarga (firing
rate) basal, en salino, con agonista y con antagonista (figura 6). Con esto, de
este codigo se pudo extraer informacion sobre el canal, la tasa de descarga para
cada condicion (es decir, la tasa de descarga del potencial de accion) que es
calculada con el numero total de potenciales de accion entre el tiempo de la
condicion. Para el andlisis de los datos del experimentos con doble inyeccién de
SB269970 se modificaron también los tiempos cogidos para hacer la media de
los potenciales de accion, ya que el cambio en el patrén de inyeccion también
cambi6 el tiempo en el que se realizaron las inyecciones, como se puede
observar en la tabla 1. Ademas también se afiadié una nueva columna en el
Excel denominada “DRUGS3 firing_rate”. Este codigo dio como resultado un

Excel (.xIsx) con todos estos datos.

Para poder obtener una vista sencilla de los resultados obtenidos en el andlisis
se modifico un cédigo de Python ya existente en el laboratorio para poder

adaptarlo a las necesidades de estos estudios y se nombro “firingrateplot.py”. En
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concreto se modificaron los nombres de los grupos y el nombre del grafico para
gue coincidiera con las necesidades de cada uno de los experimentos y para el
experimento de dos inyecciones de SB269970 se afiadid un tercer grupo
denominado SB702. Con este cddigo se pudieron obtener diferentes boxplots
para cada estudio. El analisis estadistico de los datos extraidos del analisis MUA
fue realizado a partir de Andlisis de la Varianza (ANOVA) en SPSS.

5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS MUA

Con el analisis MUA de los diferentes experimentos se pudieron observar las
variaciones de las descargas neuronales. En el caso del experimento 1, es decir,
el tratamiento con AS19-SB269970-SB269970 se intentd entender la funcion del
receptor con una dosis de agonista e intentando revertir el efecto de este con un

antagonista.

En el hipocampo la accion del agonista se observé que hace que la descarga
neuronal descienda de forma significativa respecto al basal, y el antagonista no
revierte este efecto, la descarga neuronal sigue siendo baja, como se puede
observar en la figura 7. El analisis estadistico indicé que en la comparacion de la
descarga basal respecto a la descarga con cada uno de los tres tratamientos sin
tener en cuenta la inyeccion de salino fue practicamente significativa (p=0.088)
(tabla 2 del anexo 1). Para comprobar las diferencias entre la media de
descargas en el estado basal con las descargas con la dosis de agonista y tras
la segunda dosis de antagonista se realiz6 un segundo ANOVA teniendo en
cuenta solo estos tres grupos y este resultd significativo (p=0.035) (tabla 3 del
anexo 1). El andlisis también mostré que hay una diferencia significativa ente las
medias de las descargas de los animales, como los datos no se pudieron
considerar esféricos segun el test de Mauchly (p=0.020) (tabla 4 del anexo 1),
en este caso p=0.005 (tabla 5 del anexo 1), pero esta diferencia ente los animales
no afecta a la comparacién entre los tratamientos. Para demostrar esto se realizo
un test de Bonferroni para poder comparar la diferencia entre grupos. El
resultado de este test fue significativo para la comparacién entre el estado basal

y después de la administracion de AS19 (p=0.017) y para la comparacion entre
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el estado basal y después de la segunda administracién de SB269970 (p=0.018)

(tabla 6 del anexo 1).

En el cortex prefrontal las diferencias observadas en el hipocampo se
mantuvieron e incluso pueden parecer mas pronunciadas si se observa la figura
7, pero en cambio el andlisis estadistico no mostr6é ninguna significancia en los
resultados. Se realizaron dos ANOVAS de la misma forma que se hizo con el
hipocampo, pero ambas de ellas resultaron no significativas con una p=0.158
para el andlisis con los valores de las dos inyecciones de SB269970 (tabla 7 del
anexo 1), y p=0.189 para el andlisis con unicamente los valores después de la

segunda inyeccién de SB269970 (tabla 8 del anexo 1).

a) AS195B705B70_HPC b) AS195B70SB70_PFC

200

175 &
* *
150 50 °
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40
100
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BAS SAL 2519 8701 8702 BAS AL 2519 8701 s8702

FIGURA 7: GRAFICOS QUE REPRESENTAN LA MEDIA DE DESCARGAS NEURONALES PARA
CONDICION DENTRO DEL EXPERIMENTO 1. SB701 HACE REFERENCIA A LA PRIMERA
DOSIS DE SB269970 Y SB702 HACE REFERENCIA A LA SEGUNDA DOSIS. GRAFICOS
OBTENIDOS MEDIANTE LA EJECUCION DEL SCRIPT DE PYTHON “FIRINGRATEPLOT.PY”.
LAS BARRAS DE ERROR REPRESENTAN LA DESVIACION ESTANDAR N=6. * REPRESENTA
P<0.05. A) DESCARGAS NEURONALES EN EL HIPOCAMPO. B) DESCARGAS NEURONALES

EN EL CORTEX PREFRONTAL.

Para comprobar que el antagonista realmente no tenia ningun efecto sobre el
receptor se realizé el experimento 2, es decir la inyeccion de SB269970 primero
y después se inyectd AS19. En este caso, se pudo observar como en el
hipocampo no se obtuvieron diferencias entre las medias de las descargas en la
inyeccion de salino y la de SB269970 pero si que se vio una clara disminucion
de las descargas después de la inyecciéon de AS19. Aunque estos cambios
pudieran parecer prominentes en la figura 8, estos no se consideraron
significativos segun el andlisis estadistico. Los resultados del ANOVA mostraron

gue las variaciones no eran significativas (p=0.085) (tabla 9 del anexo 2). Como
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el valor de p era bajo, se realiz6 un test de Bonferroni para poder valorar las
diferencias entre grupos. Segun el test de Mauchly, se pudo asumir la esfericidad
de los datos dado que p=0.116 (tabla 10 anexo 2). Con este dato se observo la
variacion entre animales era significativa (p=0.017) (tabla 11 anexo 2). La
diferencia entre animales pudo afectar a la diferencia entre grupos, la cual no es

significativa para ninguna comparacion (tabla 12 anexo 2).

Por el contrario, en el cértex prefrontal se pudo observar una disminucién de las
descargas con ambos tratamientos pero que era notablemente mayor con la
administracién de AS19, como se puede ver en la figura 8. Para comprobar si
estas diferencias eran significativas se realiz6 un ANOVA que demostrd que

estas diferencias no eran significativas dando como resultado una p=0.360 (tabla

13 anexo 2).
a) SB70AS19_HPC b) SB70AS19_PFC
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FIGURA 8: GRAFICOS QUE REPRESENTAN LA MEDIA DE POTENCIALES DE ACCION PARA
CONDICION DENTRO DEL EXPERIMENTO 2. GRAFICOS OBTENIDOS MEDIANTE LA
EJECUCION DEL SCRIPT DE PYTHON “FIRINGRATEPLOT.PY”. LAS BARRAS DE ERROR
REPRESENTAN LA DESVIACION ESTANDAR N=4. A) DESCARGAS NEURONALES EN EL

HIPOCAMPO. B) DESCARGAS NEURONALES EN EL CORTEX PREFRONTAL.

Una vez observado el comportamiento del receptor con el antagonista y el
agonista y caracterizado el efecto de este sobre las descargas neuronales, se
procedid a realizar un ensayo farmacolégico con lurasidona para poder
determinar el impacto que tiene el receptor en el efecto de este medicamento.
Para ello se evalud el efecto de la lurasidona y el efecto de una posterior

administracién de una dosis de agonista selectivo de 5-HT7R (AS19).

En el caso del HPC se observd una disminucion ligera de las descargas

neuronales después de la administracion de lurasidona que posteriormente fue
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levemente revertida con la administracion de AS19 (figura 9). No obstante, estas
observaciones no fueron significativas, tal y como muestra el ANOVA realizado,

gue dio como resultado una p=0.458 (tabla 14 anexo 3).

En el CPF se vio que la disminucion de las descargas tras la inyeccion de
lurasidona era mucho mas pronunciada, y se mantuvo con la inyeccion de AS19
(figura 9). En este caso, como ocurrié en el hipocampo, esta variacion no fue
significativa estadisticamente, debido a que el ANOVA mostré una p=0.260
(tabla 15 anexo 3).

a) LURAS_HPC b) LURAS_PFC
140 80 =
T
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FIGURA 9: GRAFICOS QUE REPRESENTAN LA MEDIA DE POTENCIALES DE ACCION PARA
CONDICION DENTRO DEL EXPERIMENTO 3. GRAFICOS OBTENIDOS MEDIANTE LA
EJECUCION DEL SCRIPT DE PYTHON “FIRINGRATEPLOT.PY”. LAS BARRAS DE ERROR
REPRESENTAN LA DESVIACION ESTANDAR N=4. A) DESCARGAS NEURONALES EN EL

HIPOCAMPO. B) DESCARGAS NEURONALES EN EL CORTEX PREFRONTAL.

6. DISCUSION

Con los resultados obtenidos se pude caracterizar el efecto del receptor 5-HT7
en el HPC y en el CPF. Una dosis de agonista selectivo, AS19 en este caso, fue
capaz de activar 5-HT7R. Como se puede observar en los resultados del MUA,
aunque la activacion de 5-HT7R no disminuyera las descargas de forma drastica
en hipocampo, la disminucion es significativa, lo que implica que es constante a
lo largo de todos los animales. Esto es indicativo de que una activacion del
receptor implica una disminucién de las descargas neuronales en el hipocampo.
Esta disminucién no pudo ser revertida ni por una ni por dos dosis de antagonista
selectivo (SB269970). Esto puede ser debido a que la dosis de AS19
administrada es demasiado elevada para poder evaluar de forma efectiva la

inactivacion del receptor. AS19 es un agonista selectivo de 5-HT7R con una gran
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afinidad (Meneses et al., 2008), esto podria ser el motivo de que la dosis del
ligando fuera demasiado elevada. Debido a que 5-HT7R es un receptor poco
estudiado, no hay todavia ninguna referencia de los efectos de este receptor en
estudios de electrofisiologia lo que puede llevar a obtener resultados como los
mostrados anteriormente. Serd necesario realizar experimentos de dosis
acumuladas (crecientes) para poder establecer como distintas dosis de AS19

afectan a la actividad el circuito prefrontal-hipocampal.

Se ha observado que los animales tienen unos valores de descargas
significativamente diferentes cuando se comparan los unos con los otros, lo que
es de esperar dado que estos son seres vivos complejos los cuales se ven
afectados por muchas variables. Dada esta variabilidad natural, sera necesario
ampliar el nUmero de animales por grupo para identificar efectos consistentes de

los farmacos.

En el cortex prefrontal, en cambio, esta disminucion no fue visible, aunque si que
se pudo observar una tendencia de descenso de descargas con la inyeccion de
SB269970, aunque no significativa. Para poder comprobar que realmente
SB269970 es un antagonista neutro (no tiene efecto por si solo) se realizdé un
segundo experimento en el que se administré una dosis de SB269970 primero.
Con este experimento se pudo demostrar que el bloqueo de 5-HT7R mediante
un antagonista selectivo de este receptor no ejerce ningun cambio en la media

de descargas ni en el HPC ni en el CPF.

En este segundo experimento se pudo comprobar la efectividad de AS19 como
activador de 5-HT7R vy el efecto de esta activacion. Después de una dosis de
SB269970, se administré una dosis de AS19. Segun los resultados del MUA, se
pudo observar que AS19 en efecto es un agonista de 5-HT7R con una gran
afinidad por el receptor, tal y como se vio en previos estudios (Meneses et al.,
2008), debido a que es capaz de unirse a este y activarlo aun cuando el receptor
se encuentra bloqueado por el antagonista. Este experimento volvié a mostrar la
disminucién de las descargas neuronales con la activacion de 5-HT7R en
hipocampo pero no en prefrontal, aunque no de forma significativa. El hecho de
gue la disminucion no fuera significativa pero el valor de p fuera muy bajo

muestra que quiza si que haya una disminucion significativa pero no es visible
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debido a la disminucién en el nUmero de animales de este experimento respecto

al primero (6 ratones vs. 4 ratones).

Después del estudio de los efectos de la activacion y el bloqueo selectivo de 5-
HT7R se procedié con el estudio de los efectos de la activacion del receptor
después de la administracion de lurasidona, que como se ha comentado
anteriormente es un antipsicético que se une a diferentes receptores, entre ellos
es un fuerte antagonista de 5-HT7R (Azhar & Shaban, 2022). En este experimento
se pudo observar como la administracién de lurasidona no ejercia cambios
significativos ni en el HPC ni en el CPF segun el MUA. No obstante, si que se
observé una tendencia a disminuir la media de descargas neuronales en el CPF.
Después de la dosis de lurasidona se administré una dosis de AS19, para poder
evaluar el efecto de la activacion de 5-HT7R sobre los efectos del medicamento.
Segun los resultados del MUA, la activacion de 5-HT7R no ejercio un cambio en
el niumero de descargas neuronales, es decir, no revirti6 los efectos de la
lurasidona. Esto implica que el efecto conjunto de los receptores en los que actia
la lurasidona sobre el MUA es mucho mas fuerte que el efecto de la activacion
Unica de 5-HT7R.

7. CONCLUSION

Con los resultados obtenidos del MUA se puede concluir que la activacion de 5-
HT7R implica una disminucién en el numero de descargas neuronales en el HPC
pero no en el CPF. Al contrario de lo que se propuso en un inicio. Esto se debe
a la complejidad de la zona en la que se encuentra expresado el receptor y el
poco conocimiento que hay sobre la misma. Lo que puede apuntar a que aun
siendo un receptor excitatorio, su activacion implica una inhibicion de la
activacion neuronal en estas zonas. Esto deberia de ser mas extensamente
estudiado para poder evaluar el efecto del receptor en profundidad y poder
comprender exactamente porque su activacion se observa como un descenso
en la actividad en MUA. También se ha podido observar en MUA que el bloqueo
de 5-HT7R por SB269970 no ejerce ningun efecto en el nimero de descargas

neuronales.

Para poder acabar de caracterizar el efecto de la activacion de 5-HT7R es

necesario continuar analizando los datos extraidos y realizar el analisis de las
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oscilaciones neuronales registradas a través de los mismos electrodos
intracerebrales (ondas gamma y theta entre otros). De esta forma se podria
obtener un buen conocimiento del comportamiento de este receptor segun
técnicas de electrofisiologia. También seria necesario la repeticion de estos
experimentos con una dosis menor de AS19 para poder observar el efecto que
tiene la inactivacion de 5-HT7R, asi como obtener datos de mas animales para

poder realizar una correcta evaluacion de la significancia estadistica de los datos.

En cuanto a los estudios con lurasidona, segun el MUA, se ha observado que la
lurasidona ejerce una disminucion en las descargas neuronales en CPF, que se
puede observar también de forma mas ligera en HPC, que es lo esperado, dado
gue los antipsicoéticos disminuyen la actividad neuronal (Gener et al., 2019),
aunque en ninguno de los casos de forma significativa. También se ha visto que
la activacion de 5-HT7R después de la administracion de lurasidona no revierte
los efectos de este primer tratamiento, al contrario de lo que se propuso al inicio.
Lo que implica que los efectos de la lurasidona que se pueden observar en el
MUA son causados por la actuacion sinérgica de mas de un receptor y la
activacion de 5-HT7R no es suficientemente potente como para bloquearlos o
revertirlos. Estas conclusiones han sido extraidas de un estudio con una n=4y
la repeticion de este con mas animales seria necesaria para poder evaluar de

forma mas efectiva los efectos del tratamiento y del receptor sobre el MUA.

Estas observaciones forman parte de un estudio preliminar del receptor 5-HT7R
para la comprension de los efectos de la activacion de este receptor y seran
incluidos en un articulo que sera publicado proximamente. Este estudio se ha
realizado para poder obtener una base de conocimiento de los efectos de este
receptor para poder ser seguido por un estudio similar realizado en ratones con
esquizofrenia inducida farmacolégicamente (Delgado-Sallent et al., 2022) en los

cuales se quiere comprobar el efecto de distintos tratamientos.
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11. Anexos

11.1.  ANEXO 1: TABLAS ESTADISTICAS PARA EL
EXPERIMENTO 1

11.1.1. HPC

TABLA 2: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC

DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, AS19, SB701 Yy SB702.

Multivariate Tests?
Partial Noncen

Eta t. Observe
Valu Hypoth Error Square Parame d
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power°
fact Pillai's .857 5.97 3.000 3.00 .088 .857 17.923 457
orl Trace Al 0
Wilks' 143 5.97 3.000 3.00 .088 .857 17.923 457
Lambda 40 0
Hotelling's 5.97 5.97 3.000 3.00 .088 .857 17.923 457
Trace 4 40 0
Roy's 597 5.97 3.000 3.00 .088 .857 17.923 457
Largest 4 40 0
Root

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl
b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05

TABLA 3: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC

DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, AS19 vy SB702.

Multivariate Tests?
Partial Noncen

Eta t. Observ

Hypoth Error Square Parame ed

Effect Value F esisdf df Sig. d ter Power®
fact Pillai's .812 8.65 2.000 4.00 .035 .812 17.303 .694

orl Trace 1b 0
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Wilks' .188 8.65 2.000 4.00 .035 812 17.303 .694
Lambda 1° 0

Hotelling" 4.326 8.65 2.000 4.00 .035 812 17.303 .694
s Trace 1° 0

Roy's 4326 8.65 2.000 4.00 .035 812 17.303 .694
Largest 1P 0

Root

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl
b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05

TABLA 4: RESULTADOS DEL TEST DE ESFEREICIDAD DEL REPEATED MEASURES
ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR:
BAsAL, AS19 Y SB702.

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilon®
Within Approx. Greenho
Subjects Mauchl Chi- use- Huynh- Lower-
Effect y's W  Square df Sig. Geisser Feldt bound
factorl 143 7.779 2 .020 539 .569 .500

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the
orthonormalized transformed dependent variables is proportional to an identity
matrix.

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of
significance. Corrected tests are displayed in the Tests of Within-Subjects
Effects table.

TABLA 5. RESULTADOS DE LA VARIACION ENTRE GRUPOS DEL REPEATED MEASURES
ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR:
BAsAL, AS19 Y SB702.

Tests of Within-Subjects Effects
Measure: MEASURE_1
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Type
[l Sum Partial Nonce
of Mean Eta nt. Observ
Square Squar Square Param ed
Source S df e F  Sig. d eter Power?
factor Sphericity 3251.1 2 1625. 20.6 <.00 .805 41.202 .999
1 Assumed 16 558 01 1
Greenhou 3251.1 1.07 3018. 20.6 .005 .805 22.188 .960
se- 16 7 598 01
Geisser
Huynh- 3251.1 1.13 2858. 20.6 .004 .805 23.433 .968
Feldt 16 7 258 01
Lower- 3251.1 1.00 3251. 20.6 .006 .805 20.601 .947
bound 16 0 116 01
Error(f Sphericity 789.06 10 78.90
actorl Assumed 1 6
) Greenhou 789.06 5.38 146.5
se- 1 5 26
Geisser
Huynh- 789.06 5.68 138.7
Feldt 1 7 43
Lower- 789.06 5.00 157.8
bound 1 0 12

a. Computed using alpha = .05

TABLA 6: RESULTADOS DEL TEST DE BONFERRONI DEL REPEATED MEASURES ANOVA

DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL,

AS19 Yy SB702.

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1

95% Confidence Interval

Mean for DifferenceP
0] @) Difference Std. Lower Upper
factorl factorl (1-J) Error Sig.” Bound Bound
1 2 28.538"  6.137 .017 6.850 50.226
3 28.481°  6.267 .018 6.332 50.629
2 1 -28.538"  6.137 .017 -50.226 -6.850
3 -.057 1.404  1.000 -5.019 4.905
3 1 -28.481"  6.267 .018 -50.629 -6.332
2 .057 1.404  1.000 -4.905 5.019
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Based on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the .05 level.
b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.

11.1.2. CPF

TABLA 7: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL CPF

DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, AS19, SB701 Yy SB702

Multivariate Tests?

Partial Noncen

Eta t. Observ
Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power°
fact Pillai's .785 3.64 3.000 3.00 .158 .785 10.930 .308
orl Trace 3b 0
Wilks' 215 3.64 3.000 3.00 .158 .785 10.930 .308
Lambda 3P 0
Hotelling's 3.64 3.64 3.000 3.00 .158 .785 10.930 .308
Trace 3 3P 0
Roy's 3.64 3.64 3.000 3.00 .158 .785 10.930 .308
Largest 3 Sk 0
Root

a. Design: Intercept
Within Subjects Design: factorl

b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05

TABLA 8: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL CPF
DEL EXPERIMENTO 1. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, AS19 vy SB702.

Multivariate Tests?
Partial Noncen

Eta t. Observ

Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power®
fact Pillai's 565 259 2.000 4.00 .189 565  5.190 272

orl Trace 5b 0
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Wilks' 435 259 2.000 4.00 .189 .565 5.190
Lambda 5P 0

Hotelling's 1.29 259 2.000 4.00 .189 .565 5.190
Trace 8 5b 0

Roy's 1.29 259 2.000 4.00 .189 .565 5.190
Largest 8 5° 0

Root

272

272

272

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl
b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05

11.2. ANEXO 2: TABLAS ESTADISTICAS PARA EL
EXPERIMENTO 2

11.2.1. HPC

TABLA 9: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC

DEL EXPERIMENTO 2. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, SB70 Y AS109.

Multivariate Tests?
Partial Noncen

Eta t. Observ
Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F  esisdf df Sig. d ter Power°
fact Pillai's 915 10.7 2.000 2.00 .085 915 21.513 445
orl Trace 56° 0
Wilks' .085 10.7 2.000 2.00 .085 915 21.513 445
Lambda 56° 0
Hotelling's 10.7 10.7 2.000 2.00 .085 915 21.513 445
Trace 56 56° 0
Roy's 10.7 10.7 2.000 2.00 .085 915 21.513 445
Largest 56 56° 0
Root

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl
b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05
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TABLA 10: RESULTADOS DEL TEST DE ESFEREICIDAD DEL REPEATED MEASURES
ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 2. COMO GRUPOS A COMPARAR:
BAsAL, SB70 Yy AS19.

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilon®
Within Approx. Greenho
Subjects Mauchl Chi- use- Huynh- Lower-
Effect y's W  Square df Sig. Geisser Feldt bound
factorl 116 4.312 2 116 531 579 .500

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized
transformed dependent variables is proportional to an identity matrix.

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of
significance. Corrected tests are displayed in the Tests of Within-Subjects
Effects table.

TABLA 11: RESULTADOS DE LA VARIACION ENTRE GRUPOS DEL REPEATED MEASURES
ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 2. COMO GRUPOS A COMPARAR:
BAsAL, SB70 Y AS19.

Tests of Within-Subjects Effects
Measure: MEASURE_1

Type
[l Sum Partial Nonce Obser
of Mean Eta nt. ved
Square Squar Squar Param Power
Source S df e F Sig. ed eter a
factor Sphericity 1274.8 2 637.4 857 .017 741 17.149 .813
1 Assumed 27 14 5
Greenhou 1274.8 1.06 1201. 8.57 .056 741 9.101 .540
se- 27 1 032 5
Geisser
Huynh- 1274.8 1.15 1100. 8.57 .050 741 9.933 577
Feldt 27 8 435 5
Lower- 1274.8 1.00 1274. 8.57 .061 .741 8.575 515
bound 27 0 827 5
Sphericity 446.02 6 74.33
Assumed 9 8
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Error(f Greenhou 446.02 3.18 140.0

actorl se- 9 4 70
) Geisser
Huynh- 446.02 3.47 128.3
Feldt 9 5 38
Lower- 446.02 3.00 148.6
bound 9 0 76

Sara Hidalgo Nieves

a. Computed using alpha = .05

TABLA 12: RESULTADOS DEL TEST DE BONFERRONI DEL REPEATED MEASURES

ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC DEL EXPERIMENTO 2. COMO GRUPOS A COMPARAR:

BAsaAL, SB70 vy AS109.

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1

95% Confidence Interval

Mean for Difference?
0] @)] Difference Std. Lower Upper
factorl factorl (1-J) Error Sig.2 Bound Bound
1 2 3.149 3.715 1.000 -14.895 21.193
3 23.268  8.448 211 -17.759 64.296
2 1 -3.149 3.715 1.000 -21.193 14.895
3 20.119 5.132 .089 -4.807 45.045
3 1 -23.268  8.448 211 -64.296 17.759
2 -20.119  5.132 .089 -45.045 4.807

Based on estimated marginal means

a. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.

11.2.2. CPF

TABLA 13: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL PFC

DEL EXPERIMENTO 2. COMO GRUPOS A COMPARAR: BAsAL, DRUG1 Y DRUG2.

Multivariate Tests?

Partial Noncen
Eta t. Observ
Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power®
fact Pillai's .640 1.77 2.000 2.00 .360 .640  3.558 131
orl Trace QP 0
Wilks' 360 1.77 2.000 2.00 .360 .640  3.558 131
Lambda QP 0
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Hotelling® 1.77 1.77
s Trace 9 9P
Roy's 1.77 1.77
Largest 9 o
Root

2.000 2.00 .360

2.000 2.00 .360

0

0

Sara Hidalgo Nieves

.640  3.558

.640  3.558

131

131

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl

b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05

11.3.

EXPERIMENTO 3

11.3.1.

HPC

ANEXO 3: TABLAS ESTADISTICAS PARA EL

TABLA 14: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL HPC

DEL EXPERIMENTO 3. COMO GRUPOS A COMPARAR: BAsSAL, DRUG1 Y DRUG2.

Multivariate Tests?

Partial Noncent
Eta . Observ
Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power°
fact Pillai's 542 118 2.000 2.00 .458 542 2.369 .105
orl Trace 4b 0
Wilks' 458 1.18 2.000 2.00 .458 542 2.369 .105
Lambda 4b 0
Hotelling's 1.18 1.18 2.000 2.00 .458 542 2.369 .105
Trace 4 40 0
Roy's 1.18 1.18 2.000 2.00 .458 542 2.369 .105
Largest 4 40 0
Root

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl

b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05
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11.3.2. CPF

TABLA 15: RESULTADOS DE REPEATED MEASURES ANOVA DE LOS DATOS DEL CPF

DEL EXPERIMENTO 3. COMO GRUPOS A COMPARAR: BASAL, DRUG1 Y DRUG2.

Multivariate Tests?
Partial Noncen

Eta t. Observ
Valu Hypoth Error Square Parame ed
Effect e F esisdf df Sig. d ter Power°
fact Pillai's 740 2.85 2.000 2.00 .260 .740  5.700 176
orl Trace QP 0
Wilks' 260 2.85 2.000 2.00 .260 .740  5.700 176
Lambda QP 0
Hotelling' 2.85 2.85 2.000 2.00 .260 .740  5.700 176
s Trace 0 O 0
Roy's 285 2.85 2.000 2.00 .260 .740  5.700 176
Largest 0 O 0
Root

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: factorl
b. Exact statistic

c. Computed using alpha = .05
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