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RESUMEN

El sistema serotoninérgico juega un papel clave en la patogénesis y tratamiento de los trastornos
de ansiedad. Es sabido que la activacion de los receptores de serotonina del subtipo 2C (5-HT2cR)
genera conductas del tipo ansiosas en roedores. Por otra parte, existe evidencia que indica que
la activaciéon del receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), un canal catiénico no
selectivo activado por ligando podria estar regulando este tipo de conductas, ya que animales
deficientes para este receptor muestran menores niveles de ansiedad. Los 5-HT2cR estan
acoplados a proteina Gg/11, cuya activaciéon produce una amplia variedad de mediadores
lipidicos como los endovanilloides/endocanabinoides, incluyendo a la anandamida que actua
como un agonista endégeno de TRPV1. Por lo tanto, sugerimos que la interaccion de ambos
receptores 5-HT2cR y TRPV1 podria regular los comportamientos ansiosos. Para comprobar esta
hipétesis, primero evaluamos mediante una bateria de paradigmas comportamentales como los
ensayos de campo abierto, laberinto elevado en cruz y de luz/oscuridad, si la activacion
farmacoldgica in vivo de 5-HT2cR recapitula un efecto ansiogénico en ratones. Luego, evaluamos
si el bloqueo selectivo de TRPV1 modifica los efectos ansiogenicos producidos por la activacion
de 5-HT2cR. Por ultimo, evaluamos los efectos de la activacion de los 5-HT2cR en ratones
deficientes de TRPV1 (TRPV1 KO). Nuestros resultados indican que la administracion sistémica
de dos agonistas diferentes para 5-HT2cR, mCPP y MK212, producen un efecto ansiogénico que
fue eliminado por el pretratamiento con el antagonista selectivo de 5-HT2cR SB242084. Mas
importante aun, y en concordancia con nuestra hipotesis, estos efectos ansiogénicos son
eliminados por la administracién conjunta con el antagonista de los TRPV1 capzasepina (CPZ),
y estan ausentes en los ratones TRPV1 KO. Ademas, demostramos que el bloqueo de TRPV1
con CPZ rescat6 los comportamientos del tipo ansiosos, observados en ratones deficientes del

transportador de serotonina (SERT KO), un modelo genético clasico de ansiedad.



En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente una interaccion entre los 5-HT2cR y TRPV1
para regular los comportamientos angiogénicos en ratones, abriendo nuevas posibilidades para

la generacion de nuevas herramientas farmacolégicas para tratar este tipo de patologias.



ABSTRACT

The serotonergic system plays a key role in the pathogenesis and treatment of anxiety disorders.
Activation of serotonin receptor subtype 2C (5-HT2cR) induces anxiety-like behaviors in rodents.
On the other hand, the activation of the transient receptor potential TRPV1, a ligand-gated non-
selective cation channel, may be regulating anxiety-like behaviors, as animals deficient in this
receptor show lower levels of anxiety. The 5-HT2cR is coupled to Gg/11 protein, whose activation
produces a wide variety of lipid mediators, such as endovanilloids/endocannabinoids, including
anandamide which acts as an endogenous agonist of TRPV1. Therefore, we suggest that the
interaction of both 5-HT2cR and TRPV1 receptors may be regulating anxious behaviors. To test
this hypothesis, we first evaluated using a battery of behavioral paradigms including open field,
elevated plus maze, and light/dark test whether in vivo pharmacological activation of 5-HT2cR
recapitulates an anxiogenic effect in mice. Then, we evaluated whether selective TRPV1 blockade
modifies the anxiogenic effects produced by 5-HT2cR activation. Finally, we evaluated the effects
of 5-HT2cR activation in TRPV1-deficient mice (TRPV1 KO). Our results indicate that systemic
administration of two different agonists for 5-HT2cR, mCPP and MK212, produces an anxiogenic
effect that was abolished by pre-treatment with the selective 5-HT2cR antagonist SB242084. More
importantly, and consistent with our hypothesis, these anxiogenic effects were eliminated by co-
administration with the TRPV1 antagonist capzasepine and are absent in TRPV1-deficient mice.
Finally, we demonstrate that TRPV1 blockade with CPZ rescued the anxiety-like behaviors
observed in serotonin transporter-deficient mice (SERT KO), a classic genetic model of anxiety.
Together, these results strongly suggest an interaction between 5-HT2cR and TRPV1 to regulate
anxiety-like behaviors in mice, opening new possibilities for the development of novel

pharmacological tools to treat these types of pathologies.



1. INTRODUCCION

11 Ansiedad

La ansiedad es una respuesta emocional comun y conservada que tienen los mamiferos y es
percibida como una sefal anticipatoria de alerta que advierte de una posible amenaza,
frecuentemente desconocida, lo que la distingue del miedo, en el cual el peligro es concreto y
definido (Torales et al., 2015). Estos procesos anticipatorios tienen una funcién adaptativa cuando
son proporcionales a la probabilidad y gravedad de la amenaza, por lo que individuos sanos
pueden experimentar episodios esporadicos de ansiedad. Sin embargo, pueden volverse
patologicos cuando son excesivos, perturbadores o desproporcionados con respecto al peligro

real (Calhoon & Tye, 2015; Rosen & Schulkin, 1998).

El manual estadistico y de diagnédstico de trastornos mentales, Quinta Edicién (DSM V), divide la
ansiedad patolégica en tres categorias principales de trastornos, incluidos los trastornos
obsesivo-compulsivos y relacionados, los trastornos relacionados con el estrés y los trastornos

de ansiedad (Regier et al., 2013).

La prevalencia de los trastornos de ansiedad se estima en un 16% entre los adultos, con una
prevalencia en la vida de mas del 28% (Comer etal.,, 2010). Sin embargo, una porcion
considerable de individuos patolégicamente ansiosos no recibe un tratamiento adecuado (Dilbaz
etal.,, 2011). A pesar de la universalidad de los trastornos de ansiedad, los tratamientos
disponibles no son del todo efectivos, por lo que la busqueda de nuevos blancos terapéuticos, y
del mismo modo, la comprensién de los mecanismos fisiopatolégicos implicados en estos

trastornos es un campo de investigacion activo a la fecha.

1.1.1. Modelos animales para el estudio de ansiedad

Al igual que en los humanos, la ansiedad y el miedo desempefian un papel crucial al mediar las

respuestas de lucha y huida en situaciones de peligro en diversas especies incluyendo los



roedores. Dado que los circuitos neuronales que median los procesos de miedo y ansiedad son
similares entre roedores y humanos (Blanchard et al., 2011; Davis et al., 2010; Grupe & Nitschke,
2013; Sylvers et al., 2011), las respuestas asociadas a estos procesos son altamente conservada
entre diferentes especies, proporcionando una base sélida para estudiar los mecanismos
fisiopatolégicos relacionados con la ansiedad, asi como para explorar posibles tratamientos

farmacolégicos en modelos animales (Carobrez & Bertoglio, 2005).

Las pruebas utilizadas para medir ansiedad en roedores tienen una base etoldgica (Carobrez &
Bertoglio, 2005; Lister, 1990) y estan basadas en los impulsos innatos para explorar nuevos
espacios y en los conflictos de evitacion a areas abiertas, expuestas e iluminadas, donde podrian
ser mas vulnerables a las amenazas ambientales. En general, en las pruebas conductuales
basadas en el conflicto de aproximacién-evitacion, los ratones que presentan un fenotipo ansioso
tienden a pasar mas tiempo en zonas cerradas o "seguras" del aparato de comportamiento.
Algunas pruebas clasicas de comportamientos utilizadas para medir conductas ansiosas son el
laberinto elevado en cruz (EPM, del inglés elevated plus maze), la prueba de campo abierto (OFT,
delinglés open field test), la caja de luz oscuridad (LDT, del inglés light dark box test). Por ejemplo,
los comportamientos del tipo ansiosos en el EPM se miden cuando los ratones ansiosos evitan
los brazos abiertos del laberinto y prefieren los brazos cerrados (Walf & Frye, 2007). En el OFT,
los animales ansiosos permanecen un mayor tiempo en el borde de la arena (Seibenhener &
Wooten, 2015), mientras que, en el LDT el comportamiento relacionado con la ansiedad se mide

como una propension a permanecer en la zona oscura de la camara (Bourin & Hascoét, 2003).

1.1.2 Circuitos Neuronales de la Ansiedad

Distintas areas del cerebro han sido implicadas en la regulacién de los comportamientos del tipo
ansioso. Se pueden dividir en dreas involucradas en generacién de miedo y ansiedad, como la
amigdala y el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), y en estructuras involucradas en la
modulacién de las respuestas del tipo ansiosas, entre las que podemos encontrar la corteza

prefrontal medial (mPFC) y sus subdivisiones y el hipocampo (Robinson et al., 2019) ver figura 1.



Figura 1. Circuitos neuronales implicados en ansiedad. Vista sagital de cerebro de roedor, en
donde se muestran de manera simplificada los circuitos implicados en las conductas del tipo
ansiosas. Modificado de (Calhoon & Tye, 2015).

Amigdala: Los primeros trabajos sobre el condicionamiento al miedo en modelos animales
destacaron los roles clave de dos nucleos de amigdala en la ansiedad, la amigdala basolateral
(BLA) y el nucleo central de la amigdala (CeA). La BLA integra informacion sensorial del entorno
y a través de sus proyecciones, excita al CeA. La amigdala posteriormente desencadena
respuestas defensivas a través de proyecciones eferentes a regiones como la BNST, el
hipocampo, el estriado ventral, la corteza orbitofrontal, la sustancia gris periacueductal y el
hipotalamo (LeDoux, 2003). En humanos, estudios de imagenologia funcional en pacientes con
trastorno de ansiedad han demostrado hiperactividad en la amigdala (Duval etal., 2015).
Ademas, estudios farmacolégicos demostraron que la activacion del BLA es ansiogénica,
mientras que es su inhibicion es ansiolitica. Asimismo, la activacién farmacologica del CeA tiene

un efecto ansiogénico, mientras que su inhibicion es ansiolitica (Tom et al., 2019).

BNST: se ha propuesto que este nucleo esta implicado en el mantenimiento de la ansiedad

sostenida. EI BNST es una parte de la “amigdala extendida”, que regula las respuestas ansiosas



a través de sus proyecciones GABAérgicas (acido gamma-aminobutirico) hacia varias estructuras

limbicas, corticales y al cerebro posterior (Linsambarth et al., 2017).

Hipocampo: El hipocampo (HPC) generalmente se subdivide en ventral (HPCv) y dorsal (HPCd).
Hay una amplia gama de evidencia que muestra que ambas regiones del HPC son centrales en
la regulacion de la ansiedad (Fanselow & Dong, 2010; Strange et al., 2014). Este rol parece estar
mediado por varias vias, incluida las entradas directas desde la amigdala y corteza prefrontal
(PFC). Se ha reportado que las entradas directas de la BLA a HPCv pueden modular
bidireccionalmente el comportamiento relacionado con la ansiedad (Felix-Ortiz et al., 2013), lo
que sugiere que la conectividad funcional entre BLA y HPCv es fundamental para el

mantenimiento de esta conducta.

Corteza prefrontal medial: La corteza prefrontal medial (mPFC) esta implicada en el

procesamiento de la atencién y la informacién afectiva y, por lo tanto, también esta involucrada
en la regulacién de las respuestas ansiosas (Hare & Duman, 2020). En roedores la mPFC esta
compuesta por varias subregiones que incluyen la corteza infralimbica (IL) y la prelimbica (PL),
regiones densamente interconectadas con la amigdala. Estas estructuras juegan roles opuestos
en los comportamientos defensivos, de modo que la corteza IL inhibe a la amigdala y los
comportamientos defensivos mientras que la corteza PL la activa. La activacién de la corteza PL

es necesaria para el mantenimiento de las conductas ansiosas (Stern et al., 2010).

Hipotalamo: El hipotadlamo es una estructura cerebral compleja ubicada en el piso del tercer
ventriculo. Es el componente central del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA), que es

responsable de las respuestas neuroendocrinas y metabdlicas al estrés (Terlevic et al., 2013).

Frente a una respuesta al estrés las neuronas del ndcleo paraventricular del hipotalamo (PVN),
liberan dos neurohormonas, el factor liberador de corticotropina (CRF) y la arginina vasopresina
(AVP), las cuales estimulan la glandula pituitaria anterior para producir y secretar hormona
adrenocorticotropica (ACTH) hacia la circulacion general. La ACTH, a su vez, induce la sintesis y

liberacion de glucocorticoides desde las glandulas suprarrenales. El principal glucocorticoide en



humanos es el cortisol; a su vez el principal glucocorticoide en roedores es la corticosterona

(Stephens et al., 2012).

Cuando el eje HPA se activa, estimula la sintesis y liberacion de cortisol en condiciones
adaptativas normales del cuerpo. No obstante, la liberacién cronica de cortisol es perjudicial y ha
sido involucrada en algunos estados neuropatolégicos como ansiedad y depresion, entre otros

(Terlevic et al., 2013).

Ademas, el estrés activa no solo el eje HPA, sino también la actividad de las neuronas
serotoninérgicas en el nucleo dorsal del rafe y aumenta los niveles extracelulares de serotonina
en diversas regiones cerebrales inervadas por el rafe dorsal como la BLA, mPFC y el HPC
(Waselus et al., 2011). En este sentido, se ha demostrado que la administracion aguda de
ligandos del receptor 5-HT2c aumenta los niveles plasmaticos de ACTH y cortisol tanto en
animales como en humanos (Heisler et al., 2007a), lo que sugiere que el sistema serotoninérgico

juega un rol importante en la regulacion de los comportamientos ansiosos.

1.2 Sistema serotoninérgico y su rol en la regulacion de la ansiedad

La 5-hidroxitriptamina (serotonina; 5-HT) es un neuromodulador perteneciente al grupo de las
monoaminas que desempefa un papel crucial en la regulacién de una amplia variedad de
procesos fisiolégicos y conductuales tanto a nivel central como periférico, que incluyen el control
del metabolismo, la funcién cardiovascular, el suefo, la regulaciéon sensoriomotora, los procesos
cognitivos, la respuesta al estrés y la regulacién de los estados de animo, entre otros aspectos

(Berger et al., 2009; Jenkins et al., 2016).

El descubrimiento inicial de la serotonina se remonta a su presencia en el suero sanguineo, donde
se observaron sus efectos ténicos en los vasos sanguineos, lo cual dio origen a su nombre
(Rapport et al., 1948). Sin embargo, con el paso del tiempo, se descubri6 que esta misma

sustancia también estaba presente en el cerebro, lo que llevd a su descripcion como



neurotransmisor. Es importante destacar que solo alrededor del 5% de la serotonina total en el
cuerpo se encuentra en el sistema nervioso central (SNC), mientras que el 95% restante se
sintetiza en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal y en menor proporcién se
encuentra en las plaquetas (Mohammad-Zadeh et al., 2008). No obstante, se sabe que el sistema
serotoninérgico juega un rol fundamental en la regulacién del equilibrio emocional y el bienestar
general. En este sentido, alteraciones en el funcionamiento del sistema serotoninérgico se han
asociado con diversas condiciones y trastornos neuropsiquiatricos, como la depresion, la
ansiedad, los trastornos del suefio y la esquizofrenia (Lopez-Ibor Jr, 1992; Naughton et al., 2000;
Nordquist & Oreland, 2010). Por lo tanto, comprender la complejidad y la importancia del sistema
serotoninérgico es esencial para avanzar en la comprension de la fisiopatologia de los trastornos

de ansiedad.

El sistema serotoninérgico estd compuesto por la serotonina, enzimas responsables de su
sintesis y degradacion, un transportador especifico (SERT) y una amplia familia de receptores
serotoninérgicos (Sharp & Barnes, 2020)(Figura 2). La sintesis de serotonina ocurre en las
neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafé ubicadas en el mesencéfalo (Hornung, 2003).
Estos nucleos se clasifican en dos grupos, segun la orientacién de sus proyecciones. El grupo
rostral contiene la mayoria de las neuronas serotoninérgicas del cerebro y se proyectan
principalmente al prosencéfalo, mientras que las pertenecientes al grupo caudal se proyectan
principalmente al tronco del encéfalo y la médula (Hornung, 2010). Los principales nucleos del
grupo rostral corresponden al nicleo dorsal (NDR) y al nucleo medial del rafe (NMR), ambos
inervan regiones a lo largo de todo el cerebro. Mientras que el rafe caudal incluye el rafe pélido,
el rafe oscuro y el rafe magnus (Hornung, 2003). EI NDR inerva principalmente a la sustancia
nigra, cuerpo estriado y nucleo accumbens, mientras que el NMR inerva, entre otras éareas, a la
corteza cingulada y los nucleos del septum. La PFC, la amigdala y el HPC reciben proyecciones

de ambos nucleos (Huang et al., 2019; Lee et al., 2011; Ren et al., 2019).



1.2.1 Sintesis y degradacion de serotonina

El precursor de la sintesis de serotonina en neuronas serotoninérgicas es el aminoacido L-
triptéfano, que se obtiene principalmente de fuentes dietéticas (Leathwood, 1987). El L-triptéfano
es transportado desde la sangre a través de la barrera hematoencefalica hacia el cerebro
(Curzon, 1981; Fernstrom, 1977), donde las neuronas serotoninérgicas lo convierten en 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) a través de la enzima triptéfano hidroxilasa 2 (TRP2), que es expresada
especificamente en neuronas serotoninérgicas (a diferencia de su isoforma TPH1 que es
expresada periféricamente) (Walther et al., 2003). Posteriormente, la enzima descarboxilasa de
los L-aminoacidos aromaticos (DLAA), transforma el 5-HTP en serotonina que luego se almacena
en vesiculas sinapticas para su posterior liberacién desde el terminal presinaptico (Grahame-
Smith, 1971). Una vez liberada al espacio sinaptico, la serotonina se une a diferentes subtipos
receptores especificos de serotonina (5-HTRs; Figura 2), y es recapturada mediante el
transportador de serotonina SERT (del inglés serotonin transporter) presente en la membrana
presinaptica (Rudnick & Sandtner, 2019). Alli, la serotonina puede ser nuevamente almacenada
en vesiculas para su reutilizacién o metabolizada por la enzima monoaminooxidasa mitocondrial

(MAO) para convertirse en acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (Bortolato et al., 2010).
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Figura 2. Sinapsis serotoninérgica. En la neurona presinaptica estan presente las enzimas
implicadas en la sintesis y catabolismo de la serotonina, su transportador y los autorreceptores
serotoninérgicos. En la neurona postsinaptica se encuentran los receptores serotoninérgicos
acoplados a proteina G (5-HT GPCR) y el receptor ionotrépico 5-HT3R (Modificado de (Kulikov
et al., 2018).

1.2.1 Receptores de Serotonina

La serotonina ejerce efectos sobre la actividad neuronal, la liberaciéon de neurotransmisores y
otros procesos celulares actuando sobre 14 subtipos distintos de receptores serotoninérgicos que
se agrupan en siete familias (Roth, 1994). A excepcién del receptor 5-HT3, que es un canal i6nico
activado por ligando, todos los demas receptores son receptores metabotropicos de siete
segmentos transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs). Estos receptores ejercen sus

efectos a través de la interaccion con diferentes cascadas de segundos mensajeros (Barnes &
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Sharp, 1999). Por ejemplo, las familias de receptores 5-HT1 y 5-HTs se acoplan a proteinas Gi/o,

inhibiendo a la adenilato ciclasa, mientras que los receptores 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 se acoplan a

proteinas Gs, lo que activa a la adenilato ciclasa. Finalmente, la familia 5-HT2 se acopla

principalmente a proteinas Gg/11 que activa principalmente la via de la fosfolipasa C (PLC),

resultando en un aumento de la produccién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),

asi como un incremento en los niveles de calcio intracelular (Hoyer et al., 2002; Sharp & Barnes,

2020). En la tabla 1 se describe en mayor detalle las caracteristicas de cada subtipo de
receptores.

Subtipo | Mecanismo Transduccidon | Region del | Interés clinico relacionado
de de Alternativa cerebro humano

Receptor | transduccion

de 5-HT

5-HT1a Gilo — AC,PKA | ERK, Proteinas | Rafé  dorsal y | CNS: inhibicion neuronal.

G pequenas medio, hipocampo, | Efectos  conductuales en
cortex, nacleos | suefio, alimentacion,
septales. termoregulacién, agresiéon vy

ansiedad.
5-HT+s Gi/o — AC,PKA | ERK, Proteinas | Ganglios basales y | CNS: inhibicion presinaptica.
G pequenas sustancia negra. Efectos conductuales.
Vasoconstriccion pulmonar.
5-HT1p Gi/o — AC,PKA Ganglios basales y | CNS:locomocién, ansiedad,
sustancia negra. vasoconstriccion
5-HT+e Gi/o — AC,PKA Hipocampo, cortex | ------—-
entorrinal,
subiculo.
5-HT4 Gi/o — AC,PKA Globo palido, | --------
sustancia  negra,
ndcleo
espinal.
5-HT2a Gg/11-PLC ERK, PLA2, CNS: excitacion neuronal,

PLD, efectos conductuales,

Src/Akt aprendizaje, ansiedad,
Cortex, neocortex, | vasoconstriccion
claustro. , agregacion plaquetaria.

5-HT2s Gg/11-PLC ERK, PLA2 Coliculo inferior, | Contraccion estomacal,
céclea. valvulas
cardiacas.
5-HTxc Gg/11-PLC ERK, PLA2, | Plexo coroideo. ce, | CNS: ansiedad, alimentacion.
PLD NDR, Hipocampo, | Plexo coroideo: secrecion de

Amigdala,
Hipotalamo, N.
Accumbens, PFC

fluido cefalorraquideo.
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5-HT; Canal iénico Nucleo espinal del | SNC, SNP:
activado  por nervio  trigémino, | excitacion neuronal.
ligando K+ area postrema,
nucleo del

tracto solitario.

basal, cortex, aprendizaje, memoria.
sustancia negra.

5-HT,4 Gs,AC,PKA ERK Hipocampo, tracto | CNS: excitacion neuronal,

5-HTsa Gi/o — AC,PKA Bulbo olfatorio,
habenula medial,
neocortex.

5-HTe Gs,AC,PKA ERK, mTOR, | Cuerpo estriado, | Aprendizaje y memoria
Cdk5 cortex, ndcleo
accumbens.

proteins hipocampo, cortex | vasorrelajacion

5-HT, Gs,AC,PKA ERK, Small G- | Talamo,hipotalamo, | Control del ritmo circadiano,

Tabla 1. Clasificacién y caracteristicas de la familia de receptores de serotonina.

Abreviaturas; Akt - serina/treonina proteina quinasa, AC - adenilato ciclasa, Cdk5 - quinasa
dependiente de ciclina, ERK - quinasa regulada por sefales extracelulares, mTOR - objetivo de
la rapamicina en mamiferos (serina/treonina proteina quinasa), PKA - proteina quinasa A, PLC -
fosfolipasa C, PLA2 - fosfolipasa A2, PLD - fosfolipasa D, modificado de (Sharp & Barnes, 2020).

1.2.2 Receptores de Serotonina y ansiedad

Dentro de los diferentes tipos de receptores de serotonina que han sido propuestos como actores
clave en la fisiopatologia y tratamiento de los trastornos de ansiedad se encuentran los receptores
5-HT1a, 5-HT2a 'y 5-HT2c (Kahn et al., 2023; Maximino, 2012; Naughton et al., 2000). Por ejemplo,
una menor disponibilidad del receptor 5-HT1a (5-HT1aR) se ha asociado con trastornos de
ansiedad (Akimova et al., 2009; Paniccia & Rapaport, 1995). Estudios en ratones deficientes de
5-HT1aR han revelado un fenotipo ansioso, destacando la influencia de este receptor en diferentes
etapas del desarrollo (Holmes, Yang, et al., 2003). La buspirona, un agonista parcial de 5-HT1aR,
se ha utilizado como agente ansiolitico desde la década de 1990 (Loane & Politis, 2012).El
receptor 5-HT1s también ha sido asociado a la regulacion de la ansiedad, con estudios en ratones
deficientes mostrando aumento de la ansiedad en ciertos contextos (Groenink et al., 2003;
Zhuang et al.,, 1999) aunque en menor medida en comparaciéon con el 5-HT1aR (Clark &

Neumaier, 2001).
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Por otra parte, el receptor 5-HT2a (5-HT2aR), también ha sido implicado en la regulacion de la
ansiedad, a través de estudios que identificaron relaciones entre la activacion de este receptor
con el nivel de neuroticismo en humanos, que es un rasgo de ansiedad (Gottschalk & Domschke,
2022; Hogsted et al., 2023). Ademas, ratones deficientes de 5-HT2aR muestran poca ansiedad, y
esta caracteristica se normaliza una vez que se restaura la expresion en corteza de estos
receptores (Weisstaub et al., 2006). Aunque existen algunos estudios que han descrito que
agonistas de 5-HT2aR, como psilocibina y LSD tienen efectos ansiogénicos, la literatura es
controversial, particularmente respecto a su efecto en humanos (Barrett et al., 2016; Carbonaro

et al., 2016).

El 5-HT2s, de menor expresion cerebral, se asocia con funciones como comportamiento motor,
ingesta de alimentos y percepcion del dolor en (Devroye et al., 2018). Su funcién precisa en el
sistema nervioso central aun requiere mayor comprension debido a su baja expresion y falta de

ligandos selectivos (Moutkine et al., 2019).

1.3 Receptores 5-HTxc

Los 5-HT2cR son los receptores serotoninérgicos que mas han sido relacionados en la
fisiopatologia de los trastornos de ansiedad (Chagraoui et al., 2016; De Deurwaerdére et al.,
2020; Hill, 2011; Quesseveur et al., 2012). Este receptor, esta codificado por el gen HTR2C,
ubicado en el cromosoma X humano (Xg24). Su estructura cristalina se conoce desde 2018, la
que muestra que, al igual que otros receptores GPCRs, el 5-HT2cR consta de siete segmentos
transmembranales (TMI-TMVII), tres bucles extracelulares y tres intracelulares, un extremo
carboxilo terminal y un extremo amino terminal (ver figura 3). Este receptor se acopla
principalmente a la proteina Gg/11 (Hannon & Hoyer, 2002; Hoyer et al., 2002), cuyo efector
principal es PLCg, generando como segundos mensajeros el IP3 y el DAG (Chang et al., 2000;
Wold et al., 2019). Tanto el aumento de los niveles de calcio intracelular inducidos por IP3 como
el DAG mismo son capaces de activar a la diacilglicerol lipasa alfa (DAGLa), enzima que produce

2-araquidonoil glycerol (2-AG), que es uno de los dos principales endocanabinoides que regulan
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la funcién sinaptica (Kano et al., 2009; Wold et al., 2019). Ademas de la sefializacion paralela via
PKC mediada por Gg/11, se han descrito sefializaciones via Gdi ¥ Ga12/13, que regulan la
activacion de la fosfolipasa A2 (PLA) y fosfolipasa D, respectivamente (Burke & Dennis, 2009;
McGrew et al., 2002). La activacién de PLA2 conduce a la liberaciéon de acido araquidénico (AA)
de los fosfolipidos, y tanto el AA como sus metabolitos eicosanoides desempefan un papel
importante como segundos mensajeros (Berg et al., 1998; Felder et al., 1990). En cuanto a la
activacion de la PLD, esta converge hacia PKC, lo que da como resultado la liberacién de GB-y y
la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) 1y 2 (McGrew et al., 2002). Por ultimo, el
5-HT2cR es unico GPCR que a la fecha se ha descrito que se procesa por edicion a nivel de RNA,

fendmeno que genera diversas isoformas que difieren en su capacidad de activar cascadas de

sefializacion y actividad
. [ Aandcsksp = - Activacion directa
Transcripcid B3k e T——
génica A, ) F ----- Activacion indirecta
ERK12 Pl — AP i
el E PLD
T)
-",-':-* .l'e.' | I:_r ; * .. '..*
j/ i S\
JA T\ i\@
PKC):

M-terminal

intrinseca (Moya et al., 2011).
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Figura 3. Diagrama de la estructura y cascadas de senalizacion del receptor 5-HTxc.

Modificado de Chagraoui et al., 2016

Los 5-HT2cRs se expresan de manera casi exclusiva en el SNC (Di Giovanni & De Deurwaerdere,
2016) y en areas cerebrales involucradas en la regulacion de la ansiedad, como son la mPFC, la
amigdala, el estriado dorsal, la sustancia gris periacueductal y los NDR (Li et al., 2012; Sant’Ana
et al., 2019a). Una menor expresion de estos receptores se ha descrito en la corteza cingular, los
ganglios basales, la amigdala, el hipocampo y el area tegmental ventral, asi como en el sistema
olfativo, epitalamo, talamo y subtalamo (Li etal., 2004). Es importante mencionar, que su
distribucion no es exclusiva de un tipo neuronal, encontrandose en neuronas principales y en las

interneuronas GABAérgicas (Giorgetti & Tecott, 2004).

Los receptores 5-HT2cR desempefian un papel crucial en la regulacién del estado de animo, y su
disfuncién se ha vinculado con trastornos afectivos (Chagraoui et al., 2016; De Deurwaerdére
et al., 2020; Hill, 2011; Quesseveur et al., 2012). EIl fenotipo ansiolitico descrito en ratones 5-
HT2c KO se manifiesta por la disminucién de la ansiedad en diversas tareas exploratorias,
mostrando un mayor tiempo de actividad en los cuadrantes abiertos que en los cerrados en el
EZM (del inglés elevated zero maze), una prueba similar al laberinto elevado en cruz (Tabla 3).
Ademas, en la prueba OFT, pasan menos tiempo en el area central, consolidando la asociacién
entre la ausencia de los 5-HT2cR y comportamientos ansioliticos (Heisler et al., 2007b). Sin
embargo, recientemente se ha observado que estos animales muestran un efecto ansiolitico,
pero no de manera consistente en todos los ensayos evaluados, incluido el OFT (Bouchekioua
et al., 2022; Nebuka et al., 2020). Por otra lado, se ha demostrado que una ganancia de funcién
de los 5-HT2cR (5-HT2c OE) se asocia con un aumento en el tiempo pasado en los brazos abiertos

y una disminucion en la actividad locomotora (Kimura et al., 2009).

Varios estudios farmacologicos han descrito el efecto ansiogénicos de los agonistas y a del 5-
HT2cR, como agonista no selectivo de 5-HT2c/28R 1-(m-clorofenil)-piperazina (mCPP) o agonistas

mas selectivos como MK212 y RO 60-0175 (Tabla 2; Higgins et al., 2001; Damjanoska et al.,
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2003). Especificamente, la administracion intraperitoneal (I.P.) de mCPP ha demostrado inducir
ansiedad en diversas pruebas, como el LDT (Griebel et al., 1991), el test de interaccién social
(TIS) (Moya et al., 2011) y el EPM (Bert et al., 2005; Cornélio & Nunes-de-Souza, 2007; Fone
et al., 1996; Rodgers et al., 1992). Del mismo modo, la infusién intracerebral (1.C.) de mCPP en
la amigdala de ratones también ha demostrado inducir comportamientos ansiogénicos (Cornélio
& Nunes-de-Souza, 2007), mientras la infusion de MK212, administrado tanto via I.P (De Mello
Cruz et al., 2005), como via I.C en la amigdala BLA (Vicente & Zangrossi Jr, 2012) y en la region
VvHPC (Alves et al., 2004), ha mostrado efectos ansiogénicos en ratas. De manera similar, la
administracion de mianserina por via |.P demostré un efecto ansiolitico en la prueba EPM (Rocha
et al.,, 1994), mientras el antagonista selectivo SB242084, administrado tanto por via |.P como
mediante infusion en la BLA, exhibié propiedades ansioliticas en el EPM (Martin et al., 2002;
Vicente & Zangrossi, 2011). Finalmente, la administracion I.P de SB-243213 un potente agonista
inverso de 5-HT2cR mostré efectos ansioliticos en prueba de SIT en (Wood et al., 2001). En su
conjunto, todos estos hallazgos genéticos y farmacoldgicos respaldan la idea de que el 5-HT2cR

desempeia un papel clave en la regulacién de la ansiedad.

Droga Ruta de | Test/ efecto especie Referencia
administraciéon
/ regién
mCPP I.P LDT/ ansiogénico | Ratén Griebel et al.,
1991(GriebelCA
etal., 1991)
mCPP I.P TIS/ansiogénico | Ratén Moya et al,
201
mCPP I.P EPM/ansiogénico | Ratén Rodgers et al.,
1992
mCPP I.P oft/ansiogénico Ratén Bert et al., 2005
mCPP I.P EPM/ansiogénico | Rata Fone et al,
1996
mCPP I.C Amy EPM/ansiogénico | Ratén Cornelio &
Nunes-de-
Sousa, 2007
MK212 I.P EPM/ Rata De Mello Cruz
ansiogénico et al., 2005
MK212 I.C BLA ETM/ansiogénico | Rata Vicente &
Zangrossi, 2011
MK212 |.C HPCv EPM/ansiogénico | Rata Alves et al,
2004
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SB242084 I.P ETM/ansiolitico Rata Martin et al.,
2002

SB242084 I.C BLA ETM/ansiolitico Rata Vicente &

Zangrossi, 2011

SB-243213 I.P TIS/ansiolitico Rata Wood et al.
(2001)

Mianserina I.P EPM/ansiolitico Rata Rocha et al.
(1994)

Agomelatina I.P por 4 | Modelo de | Ratén Rainer et al,,
semanas corticosterona 2012

cronico

Agomelatina Oral 25- 50 mg | GAD Humano Stein et al,
2008

Agomelatina Oral 25-50 mg | GAD Humano Stein et al,
2012

Agomelatina Oral 25-50 mg | GAD Humano Stein et al,
2014

Tabla 2: Efectos de los ligandos 5-HT2CR en la evaluacién de comportamientos ansiosos.
La tabla resume los efectos de los agonistas, antagonistas y agonistas inversos de 5-HT2cR.

Adaptado de Quesseveur et al., 2012.

Modelo Ruta de | Test/ efecto Especie Referencia
administracion
/ regién
5-HT2c KO EZM/Ansiolitico | Ratén Heisler et al.,
2007b
5-HT2c KO Solo en ciertas | Ansiolitico no | Raton Nebuka et al.,
condiciones, en todos los 2020
aumento test, solo OFT
actividad
locomotora
5-HT2c KO Aumento EPM, Sin | Ratén Hill et al.,
actividad diferencias 2010
locomotora ansiedad
5-HT2c OE Forebrain EPM, Raton Kimura et al.,
CaMKlla Ansiogénico 2009
promoter actividad
locomotora
disminuida

Tabla 3: Modelos animales transgénicos 5-HT>cR y comportamientos ansiosos. La tabla resume

los efectos de los agonistas, antagonistas y agonistas inversos de 5-HT2cR.
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1.2.3 El transportador de serotonina SERT

Es importante destacar la relevancia del transportador de serotonina (SERT, por sus siglas en
inglés, serotonin reuptake transporter) en el sistema serotoninérgico y su relacién con los
trastornos de ansiedad y depresion. EI SERT juega un papel fundamental en la regulacion de la
neurotransmision serotoninérgica al facilitar la recaptacién de serotonina desde la hendidura
sinaptica (Moya, 2014). Este mecanismo permite controlar los niveles de serotonina disponible

en el espacio sinaptico y, por ende, la transmisién de sefiales serotoninérgicas en el cerebro.

Se ha descubierto un polimorfismo comun en la regién promotora del gen transportador de
serotonina (5-HTTLPR), el cual presenta dos variantes distintas: el alelo corto (s) y el alelo largo
(). Se ha observado que el alelo s de 5-HTTLPR se asocia con un aumento en los
comportamientos relacionados con la ansiedad y un mayor riesgo de desarrollar trastornos de
ansiedad en individuos que portan este alelo, especialmente en situaciones estresantes de la
vida. En contraste, se ha encontrado que los individuos homocigotos para la variante | presentan

un menor riesgo de desarrollar ansiedad (Lesch et al., 1997; Lesch et al., 1996).

Ademas, el SERT es el objetivo terapéutico principal de varios farmacos utilizados en el
tratamiento de diversos trastornos del estado de animo, especialmente trastornos depresivos y/o
ansiosos. Los inhibidores selectivos de recaptura de serotonina (ISRS), como la fluoxetina,
paroxetina, sertralina, citalopram y escitalopram, actuan bloqueando la funcién del SERT. Al
inhibir la recaptura de serotonina, estos farmacos aumentan la disponibilidad de serotonina en el
espacio sinaptico, lo que mejora la sintomatologia asociada con la ansiedad y/o la depresién
(Baudry et al., 2019). Es importante destacar que un modelo animal ampliamente utilizado en la
investigacion de comportamientos ansiosos y relacionados con el estrés es el raton deficiente del

transportador de serotonina (SERT KO) (Murphy & Lesch, 2008).

El raton SERT KO fue creado en 1998 y presenta una alteracion significativa en la homeostasis
serotoninérgica (Bengel et al., 1998). En este modelo de ratén, las concentraciones de serotonina

tanto extracelulares como intracelulares estan alteradas, lo que conduce a anormalidades en el
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desarrollo cortical y otros cambios neuroadaptativos compensatorios (Li, 2006). La falta de
recaptura de serotonina conduce a una eliminacién prolongada de esta molécula, lo que resulta
en un aumento significativo de los niveles basales de serotonina extracelular (Dayer, 2014). En
ratones SERT KO, se ha observado que los niveles basales de serotonina extracelular son
aproximadamente nueve veces mayores en comparacion con los ratones normales (Bengel et al.,
1998). Ademas, en ratones SERT heterocigotos, se ha reportado un incremento de
aproximadamente cinco veces en los niveles basales de 5-HT extracelular (Linsambarth et al.,

2017).

Ademas, se ha evidenciado una respuesta compensatoria en estos ratones, la cual se manifiesta
mediante una disminucidn en la expresion y/o funcidon de algunos receptores de serotonina. Por
ejemplo, se ha observado una reduccién en la expresion de los receptores 5-HT1aR y 5-HT2aR en
ratones SERT KO (Ansorge et al., 2004; Holmes et al., 2003). Asimismo, se ha informado de una

disminucion en la funcién de los 5-HT2cR en ratones SERT KO (Li et al., 2003).

Si bien serotonina ciertamente juega un papel importante en la ansiedad, en este momento no
esta del todo esclarecido si el problema es un déficit o un exceso de este neurotransmisor o se
trata de una alteracion en la sensibilidad de los multiples receptores serotoninérgicos pre y
postsinapticos vinculados con la ansiedad, que al estar ubicados en distintas regiones del cerebro

daria lugar a una variedad de alteraciones.

1.4 Receptor TRPV1

1.4.1 Caracteristicas generales de TRPV1

El receptor TRPV1 (del inglés, Transient Receptor Potential Vanilloid-1) es un canal cationico no
selectivo ampliamente estudiado en el sistema nervioso periférico debido a su participacion en la
modulacion del dolor (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Szallasi et al., 2007). Estos canales
son promiscuos, ya que pueden ser activados por una variada gama de estimulos. Por ejemplo,

estimulos fisicos como la temperatura, protones, voltaje, radiacion electromagnética. Ligandos
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exdgenos como la capsaicina, el ingrediente picante del aji o la resiniferatoxina (RTX) y por ultimo,
por diferentes ligandos endégenos pueden activar los TRPV1 incluidos la anandamida (AEA), N-
araquidonil dopamina (NADA), productos de la lipooxigenasa como el 12-HPTE y 15-HPTE (acido
hidroperoxieicosatetranoico), 6xido nitrico (NO) e incluso la actividad de neutréfilos (Brito et al.,
2014; Caterina & Julius, 2001; Chavez et al., 2010; Ghazizadeh & Naziroglu, 2014; Martins et al.,

2014; Meseguer et al., 2014; Ross, 2003; Szallasi et al., 2007).

Interesantemente, durante las ultima décadas, multiple evidencia nos indica que los
TRPV1 también se encuentran expresados en el SNC pero en menor concentraciéon que en el
DRG (Cavanaugh et al., 2011; Han et al., 2013; Sanchez et al., 2001)(Mezey et al., 2000). Entre
las areas cerebrales donde la expresion de los TRPV1 ha sido descrita podemos mencionar el
cerebelo, la corteza, el hipocampo, la amigdala e hipotalamo, entre otras (Cristino et al., 2006;
Mezey et al., 2000; Téth et al., 2005). Ademas, un estudio del 2011 analizé la expresion de TRPV1
en el SNC, a través de un nuevo enfoque, con mayor sensibilidad y especificidad, usando ratones
reporteros para TRPV1 modificados genéticamente junto a varias estrategias complementarias,
como hibridacién in situ, RT-PCR, imagenes de calcio y registros electrofisiolégicos, confirmando
la expresion funcional de TRPV1 en las neuronas aferentes primarias y ademas demmostrando
que existe expresion en hipotalamo, corteza entorrinal, hipocampo, bulbo olfatorio, nucleo del rafe
rostral lineal y sustancia gris periacueductal (Cavanaugh et al.,, 2011). Dada su ubicacion en
multiples areas cerebrales, no es sorpresa que los canales de TRPV1 han sido fuertemente
asociados a los trastornos de ansiedad utilizando animales deficientes para este canal, los cuales

muestran menor ansiedad (Mezey et al., 2000).

1.4.2 Estructuray modulacién del TRPV1

El TRPV1 presenta diversas caracteristicas estructurales relevantes en su composicion. Es una
proteina de membrana de 839 aminoacidos de longitud en humanos y ratones, con una masa

molecular de alrededor de 95 kDa (Caterina et al., 1997). Su estructura funcional es tetramérica,
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similar a otros miembros de la familia TRP, compuesta por seis dominios transmembranales tipo

a-hélice (Tominaga & Tominaga, 2005). Ver figura 4.

En su extremo N-terminal, contiene seis dominios de anquirina, que desempefian un papel en la
agrupacion de subunidades y en las interacciones con proteinas citosélicas y del citoesqueleto
(Lishko et al., 2007). Ademas, en este dominio se encuentran sitios susceptibles a fosforilacion
por PKA y desfosforilacién por calcineurina, que afectan la sensibilizacion del canal (Tominaga &
Tominaga, 2005). En el extremo citosdlico entre los segmentos TM2 y TM3 se halla un sitio de
unién de capsaicina (Jordt & Julius, 2002) y lugares susceptibles de fosforilacion por PKC y calcio
calmodulina quinasa Il. El extremo citosoélico carboxilo terminal contiene el dominio TRP, esencial
para la asociacion de subunidades alrededor del poro y relacionada con la temperatura (Garcia-
Sanz et al., 2004). Se ha identificado un sitio de unién a PIP2 en esta region (Prescott & Julius,

2003), asi como un motivo de unién a calmodulina (Grycova et al., 2008).

La fosforilacion es crucial para regular el TRPV1, permitiendo respuestas rapidas a estimulos y
aumentando su sensibilidad. La fosforilacion de PKC en Ser800 revierte la desensibilizacion del
canal causada por la exposicién prolongada a capsaicina y lo hace mas sensible a la union de
agonistas (Mandadi et al., 2006; Varga et al., 2006). Ademas, otras quinasas, como PKA, Src,
CaMKIl y PI3K, pueden fosforilar a TRPV1, lo que también incrementa su sensibilidad (Studer &
McNaughton, 2010). Por otro lado, la desfosforilaciéon por calcineurina/PP2B y los aumentos del
calcio intracelular disminuyen la sensibilidad del canal (Koplas et al., 1997; Mohapatra & Nau,

2005).
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Figura 4. Representaciéon esquematica de la estructura del TRPV1. Adaptado de (Norzé &
Maldonado-Vlaar, 2023).

Ademas, los TRPV1 pueden ser modulados a través de GPCRs. En respuesta a la inflamacion,
los TRPV1 se vuelven mas activos, lo que resulta en una mayor excitabilidad neuronal (Salzer

et al., 2019).

La sensibilizacion de los TRPV1 puede ocurrir a través de diferentes rutas:

e Gaq - La estimulaciéon de un receptor acoplado a Gagq activa la PLC, que produce
moléculas como IP3 y DAG. Estas moléculas desencadenan la liberacién de calcio
intracelular y activan la proteina quinasa C (PKC). Cada paso en esta cascada puede
afectar la funcion de los TRPV1 (Rohacs, 2015a).

Entre estos receptores se encuentran:

Receptor de Bradicinina B2, que estimula la produccién de DAG y activa PKC, aumentando la

actividad de los TRPV1 (Tang et al., 2004).
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Receptor de Serotonina 5-HTz2, 5-HT2cR, que activa DAGLa y PKC, lo que resulta en un aumento

en la actividad de los TRPV1 (Ohta et al., 2006; Salzer et al., 2016; Sugiuar et al., 2004).

Receptor de Proteasas PAR2, PAR1 y PAR4, que activan PKC, incrementando la corriente a

través de los TRPV1 (Amadesi et al., 2004; Dai et al., 2004; Vellani et al., 2010).

Endotelina-1 ETA, que estimula PKC, resultando en un aumento en la actividad de los TRPV1

(Plant et al., 2007).

Gas - La estimulacion de un receptor acoplado a Gas activa la adenilil ciclasa, que
produce monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). Esto, a su vez, activa la proteina
quinasa A (PKA), que aumenta la sensibilidad de los TRPV1 a sus agonistas y reduce la

desensibilizacién mediada por el calcio (Salzer et al., 2019).

Ejemplo de receptor Gas: Receptor 5-HT4, que influye en la actividad de los TRPV1 a través

de la via Gas (Sugiuar et al., 2004).

PIP2: El fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) es esencial para regular la actividad de
receptores TRP, incluido el TRPV1 (Huang et al., 2006). PIP2 puede activar directa o
indirectamente a TRPV1 mediante la accién de PLC, que produce sefales como IP3 y
DAG (Lukacs et al., 2007). La activacion de la PKC por DAG resulta en la fosforilacion y
activacion del TRPV1. Aunque algunos estudios sugieren que el PIP2 enddgeno podria
reducir la actividad de TRPV1, en general, la presencia de PIP2 activa, en lugar de inhibir,
este canal (Rohacs, 2015a). La estimulacion de las vias de PLC lleva a la eliminacién de
PIP2 del extremo C-terminal de TRPV1, lo que potencia la corriente de TRPV1 durante
la estimulacién por calor, capsaicina y pH. La eliminacién de este sitio de unién de PIP2
aumenta la tasa de fosforilacién y activacién del canal, facilitando su insercién en la
membrana plasmatica. En resumen, el PIP2 tiene un rol clave en la activacion del TRPV1

(Rohacs, 2015b).
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1.4.4 Farmacologia

TRPV1 posee una gran diversidad de agonistas y antagonistas, que incluye tanto compuestos
enddgenos como exdgenos, capaces de modular su actividad. Este receptor polimodal presenta
varios sitios de unién que interactian con una variedad de ligandos. Su capacidad para actuar
como integrador molecular frente a numerosos estimulos, junto con la evidencia de que distintas
regiones del receptor participan en la activacion por diversas moléculas, destaca la complejidad

y dinamica inherentes a la activacién de TRPV1 (Ho et al., 2012; Martins et al., 2014).

Agonistas Exégenos

Dentro de los agonistas exégenos mas estudiados de TRPV1 esta la capsaicina, una molécula
vaniloide presente en los frutos de algunas especies del género Capsicum, siendo el componente
picante del aji (Govindarajan & Sathyanarayana, 1991; Szolcsanyi, 2004). Considerada un
agonista selectivo y especifico de TRPV1, la capsaicina tiene una concentracion efectiva media
(EC50) de aproximadamente 700 nM en este canal i6énico (Caterina et al., 1997). Su capacidad
para aumentar la probabilidad de apertura del canal iénico y el flujo catidnico resulta en la

sensacion de ardor caracteristica de los pimientos picantes (Szallasi & Blumberg, 1999).

Siguiendo la linea de los vaniloides, la resiniferatoxina (RTX), proveniente de la planta Euphorbia
resinifera, destaca como un agonista mas potente que la capsaicina, capaz de producir
respuestas biolégicas mediadas por TRPV1 (Szallasi & Blumberg, 1990; Vennekens et al., 2008).
La RTX, un diterpeno relacionado con los forbolos, es mas potente (con una EC50 de ~40 nM)
que la capsaicina en producir efectos bioldgicos mediados por TRPV1 (Szallasi & Blumberg,
1990). Aunque ambos agentes provocan desensibilizacién, la RTX induce una despolarizacién
prolongada, generando menos potenciales de acciéon que la capsaicina a una misma extension
de despolarizacién debido a su cinética mas lenta en activar TRPV1 (Caterina et al., 1997;

Raisinghani et al., 2005).
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Otras moléculas derivadas de plantas, incluidas la piperina y la piperinoil-piperidina que son los
alcaloides presentes en la pimienta negra o blanca; el eugenol, un fenol derivado del aceite de
las hojas de clavo y canela y los gingeroles, que son los compuestos fendlicos del jengibre,
también poseen el motivo vanilloide y pueden activar TRPV1 con diversas eficacias y potencias

(Holzer & 1zzo, 2014; 1zzo & Ernst, 2001; Roufogalis & Mandadi, 2008).

Ademas, hay agonistas sintéticos como el Olvanil, que presenta una CE50 de 0,7 nM, por lo que
es es 10 veces mas potente que la capsaicina. Ademas, Olvanil tiene la capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica, permitiéndole actuar tanto sobre los TRPV1 periféricos como

centrales (Hoffmann et al., 2012).

Agonistas endégenos

Los endovaniloides son ligandos enddgenos capaz de activar al TRPV1. Estos compuestos estan
formados por una cadena de acidos grasos insaturados con una longitud de 18 a 20 atomos de
carbono, como por ejemplo el acido oleico o araquidénico, unidas a moléculas como el glicerol,

la etanolamina o dopamina (Starowicz et al., 2007; Van Der Stelt & Di Marzo, 2004).

Entre estos ligandos endégenos podemos encontrar a AEA (Zygmunt et al., 1999), NADA (Huang
et al., 2002), la N-oleoildopamina (OLDA) (Chu et al., 2003), los productos de la lipoxigenasa,
como el 12- y 15-(S)-HPETE (Hwang et al., 2000), y las N-aciletanolaminas (NAEs) insaturadas

de 18 carbonos (Movahed et al., 2005).

La AEA, fue caracterizada originalmente como un agonista endégeno del receptor cannabinoide
tipo 1 (CB1) (Van Der Stelt & Di Marzo, 2004). Posteriormente, fue la primera molécula endégena
en ser identificada como un activador endégeno de TRPV1 (Ross, 2003; Zygmunt et al., 1999).

Se caracteriza por unirse también al bolsillo vaniloide, al igual que lo hace la capsaicina.

En la sintesis de AEA participan distintas vias de sefalizacion intracelular que producen este
ligando de manera dependiente o independiente de calcio (Liu et al., 2008; Okamoto et al., 2007;

Sun etal., 2004). La AEA se sintetiza a partir de la hidrolisis del precursor N-araquidonil
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fosfatidiletanolamina (NAPE) mediante la fosfolipasa D dependiente de NAPE (NAPE-PLD), el
NAPE es producido a partir del fosfolipido fosfatidiletanolamina y acido araquidénico via una N-

acetiltransferasa inespecifica (NAT)(Liu et al., 2008).

La degradacion de AEA ocurre principalmente por la accion de la hidrolasa de amida de acidos
grasos (FAAH), que la hidroliza en acido araquidonico y etanolamina. Ademas, otros procesos

metabdlicos y enzimaticos también pueden contribuir a su degradacion (Biringer, 2021).

Antagonistas de TRPV1

Los antagonistas de TRPV1 estan recibiendo mucha atenciéon debido a su importancia en el
manejo de trastornos neuropsiquiatricos y ansiedad, en contraste con el enfoque mas clasico
centrado en el manejo del dolor crénico, migrafas y trastornos gastrointestinales (Escelsior et al.,

2020; Iglesias et al., 2022).

La capsazepina (CPZ), un analogo de la capsaicina, fue el primer antagonista competitivo
sintético de TRPV1 (Bevan et al., 1992). CPZ inhibe competitivamente los efectos farmacoldgicos
de la capsaicina y la RTX con potencia moderada en una variedad de bioensayos in vitro e in vivo
(Dickenson & Dray, 1991; Tominaga & Julius, 2000; Walpole et al., 1994). Ademas, CPZ tiene
potenciales efectos terapéuticos contra diversos tipos de cancer y trastornos como colitis,
pancreatitis, malaria y epilepsia (Yang et al., 2019); también se ha observado un efecto ansiolitico
administrado en ratones tanto de manera sistémica como local (Aguiar et al., 2009; Kasckow

et al., 2004).

Otro antagonista sintético la 5-yodoresiniferatoxina (5'-IRTX) pertenece a la clase de derivados
yodados de vanililo. Como RTX es un agonista ultrapotente de TRPV1, la introduccién de un
atomo de yodo orto al hidroxilo fendlico de la porcion homovanililo revierte y genera el potente

antagonista 5'-IRTX (Wabhl et al., 2001)

Los antagonistas enddgenos de TRPV1 son escasos y no tan abundantes como los agonistas

(Vriens et al., 2009). Recientemente, se descubrié que el inhibidor endégeno de la amida
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hidrolasa de acido graso N-araquidonil serotonina (AA-5-HT) bloquea directamente TRPV1 e

inhibe la generacién de (Maione et al., 2007).

Ademas, existen antagonistas no competitivos interactuan con sitios distintos al sitio de union del
agonista (bloqueadores del poro) como el rojo de rutenio (RR), que interactua presumiblemente
no solo con el sitio de unidn de ligandos de TRPV1, sino que también bloquea su poro acuoso.
RR se une a TRPV1 con alta potencia de manera dependiente del voltaje (Garcia-Martinez et al.,

2002).

1.4.5 TRPV1y ansiedad

En las ultimas dos décadas, la relacidon de TRPV1 con trastornos neuropsiquiatricos ha generado
interés en el ambito de la neurofarmacologia, especialmente después de estudios que sugieren
su expresion y funcion en regiones cerebrales asociadas con la regulacion de la ansiedad, el
estado de animo, la recompensa y la motivacién (Escelsior et al., 2020; Iglesias et al., 2022;
Martins et al., 2014; Naziroglu & Demirdas, 2015). (Kasckow et al., 2004; Marsch et al., 2007,
Terzian et al., 2014; Li et al., 2008; Manna & Umathe, 2011; Wang et al., 2017; You et al., 2012).
(Aguiar et al., 2009; Kasckow et al., 2004; Marsch et al., 2007; Micale et al., 2009; Rubino et al.,

2008; Santos et al., 2008; Terzian et al., 2014).

Respecto a evidencias genéticas, se ha demostrado que el raton deficiente de TRPV1 (TRPV1
KO) presenta un fenotipo ansiolitico cuando es sometido a paradigmas clasicos como el EPM
(Marsch et al., 2007; Rossi et al., 2012) y en el LDT (Marsch et al., 2007). Ademas, los ratones
TRPV1 KO mostraron una menor latencia para alimentarse en comparacion con los ratones WT

en la prueba de alimentacion suprimida por novedad (NSFT) (Wang et al., 2017; You et al., 2012).

Por otro lado, la inyeccion de antagonistas de TRPV1 de manera sistémica también han mostrado
tener un efecto ansidlitico en roedores (Micale et al., 2009; Santos et al., 2008); ver tabla 3). Por
ejemplo, la inyeccion I.P del antagonista SB366791 disminuye las visitas a los brazos abiertos

en comparaciéon con la inyeccion de salino en el EPM (Terzian et al., 2009), mientras que la
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administracion |.P de olvanil, un agonista de este receptor disminuye el tiempo que el ratén pasa
en los brazos abiertos en el laberinto elevado en cruz, indicando que la activacion de TRPV1

induce comportamientos ansiogénicos (Kasckow et al., 2004).

Dirigirse a regiones cerebrales especificas ha sido util para determinar las bases
neuroanatéomicas de la modulacién de la ansiedad por TRPV1. La administracion de CPZ en el
hipocampo ventral de ratas produjo un efecto ansiolitico, ya que pasaron mas tiempo en los
brazos abiertos en el EPM en comparacién con el grupo control (Santos et al., 2008). Del mismo
modo, la inhibicion de TRPV1 en la corteza prefrontal medial de ratas mediante la infusion del
antagonista CPZ aumenta el tiempo de exploracién en el EPM y el nimero de lamidas en el
ensayo de conflicto de Vogel, indicando que la administracién de antagonistas de TRPV1 estarian
produciendo un efecto ansiolitico (Aguiar et al., 2009; Fogaga et al., 2012). Del mismo modo,
cuando se considera el papel de la sustancia gris periacueductal (dPAG) en la ansiedad (Aguiar
et al.,, 2014), se ha demostrado que la administracion local de capzasepina en la dPAG indujo
efectos ansioliticos en ratas expuestas a la prueba EPM y la prueba de conflicto de Vogel (Terzian
etal.,, 2009). En concordancia con estos resultados, la activacion de TRPV1 mediante la
microinyeccién de capsaicina en la dPAG indujo efectos ansiogénicos en ratones expuestos al

EPM (Mascarenhas et al., 2013).

Por otra parte, la microinyeccion en bajas dosis de metanandamida (mAEA), un analogo no
hidrolizable de anandamida, en corteza prefrontal, produce un efecto ansidlitico debido a la
activacién de receptores CB1, mientras que, a altas dosis, al activar a TRPV1, produce un efecto
ansiogénico (Rubino et al. 2008). El efecto ansiogénico fue bloqueado mediante aplicacién de
capzasepina. Ademas el aumento de anandamida enddgeno producido mediante la
administracion de URB597, un inhibidor selectivo de la FAAH, tuvo un efecto ansiogénico también
(Rubino et al., 2008). Siguiendo con esta misma linea, se ha demostrado que el inhibidor dual de
FAAH/TRPV1, AA-5-HT tiene efectos sobre los comportamientos ansiosos. Estos efectos

conductuales probablemente se deben a un aumento de los niveles AEA mediante el bloqueo de
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FAAH y a la inhibicion o desensibilizacion de los TRPV1. AA-5-HT al ser administrado por via I.P,
en la mPFC o en la BLA de roedores, redujo los comportamientos del tipo ansioso (John & Currie,

2012; Micale et al., 2009), y las respuestas al estrés (Sartim et al., 2017).

Por otra parte, es importante mencionar, el papel de TRPV1 en la mediacion de comportamientos
relacionados con el estrés. Li y colaboradores en el 2008, demostraron que la activacion de
TRPV1 es necesaria para mejorar la recuperacion de la memoria espacial en respuesta al estrés.
El estrés agudo usualmente suprime la potenciacion a largo plazo (LTP) y activa la depresién a
largo plazo (LTD), pero la capsaicina, un agonista de TRPV1, previene estos efectos. La
administracion intrahipocampal o intragastrica de capsaicina elimind los déficits de memoria
espacial asociados con el estrés en la prueba de nado forzado. Estos hallazgos sugieren que
TRPV1 puede desempefiar un papel protector en la memoria a corto plazo después de eventos
estresantes (Li et al., 2008). Ademas, Wang et al. demostraron que los ratones TRPV1 KO eran

mas resistentes al estrés en comparacion con los animales de control (Wang et al., 2017).

En cuanto a la modulacién de comportamientos depresivos, existen evidencias que TRPV1 regula
este tipo de conductas, ya que la ausencia de este receptor produce un efecto antidepresivo en
roedores (Manna & Umathe, 2011; You et al., 2012). En la prueba de nado forzado, los ratones
TRPV1 KO muestran una disminucion significativa de la movilidad y tiempos de latencia reducidos
en comparacion con los ratones WT (You et al., 2012). Por el contrario, la activacién de TRPV1
promueve comportamientos depresivos, como la inmovilidad, que se revierten con antidepresivos
(Abdelhamid etal., 2014). La administracion de CPZ intracerebrovascular disminuye la
inmovilidad en ratones en el ensayo de nado forzado, mientras que olvanil, un agonista de TRPV1,
reduce los tiempos de inmovilidad en ratas en la misma prueba (Kasckow et al., 2004; Manna &
Umathe, 2011). En su conjunto, toda esta evidencia sugiere fuertemente que los canales de

TRPV1 son un importante regulador de los estados de ansiedad.
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Drogay dosis | Accion o | Ruta de | Test/ efecto | especie Referencia
modelo administracion /
region
Olvanil 0.2-5.0 | agonista I.P EPM/ Rata Kasckow et
mg/Kg TRPV1 ansiogénico al., 2004
Capsazepina Antagonista | I.P EPM/ Rata Kasckow et
1-10 pg/Kg TRPV1 ansiolitico al., 2004
Capsazepina Antagonista | I.C/ mPFC EPMy CVT /| Rata Aguiar et al.,
TRPV1 ansiolitico 2009
Meta Agonistas I.C EPM Rata Rubino et al.,
anadamida TRPV1 ansiogénico 2008
Capsaicina
AA-5-HT Blogqueador | I.C BLA EPM/ Rata (John
dual ansiolitico &Currie,
FAHH/TRPV 2012)
1
AA-5-HT Bloqueador Freels et al.,
dual 2019
FAHH/TRPV
1
Capsaicina agonista I.C HPCd EPM/ Rata (Hakimizadeh
TRPV1 ansiogénico etal.,, 2012)
Capsazepina Antagonista | I.C HPCv EPM/ansioliti | Rata Santos et al.,
TRPV1 co 2008
Capsaicina agonista I.C dPAG EPM/ansiogé | Raton (Mascarenha
TRPV1 nico s et al., 2013)
Capsaicina agonista I.C dPAG EPM y CVT/ | Rata Terzian 2009
TRPV1 ansiolitico
Capsazepina Antagonista | I.C mPFC Condicionam | Rata Terzian 2014
TRPV1 iento al
miedo/
Disminucion
en la
respuesta
Capsaicina agonista I.C mPFC Condicionam | Rata Terzian 2014
1-10ug and | TRPV1 iento al
1nmol miedo/
Aumento en
la respuesta
Capsazepina Antagonista | I.C dPAG Exposicién a | Rata Aguiar 2015
(60 nmol/0.2 | TRPV1 depredadore
V1)) S
/Disminucion
de la
respuesta al
miedo
Capsazepina Antagonista | I.C HPCv EPM/ansioliti | Rata Santos et al.,
TRPV1 co 2008
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Capsaicina agonista I.C dPAG EPM/ansiogé | Raton (Mascarenha
TRPV1 nico s et al., 2013)
Capsaicina agonista I.C dPAG EPM y CVT/ | Rata Terzian 2009
TRPV1 ansiolitico
Capsazepina Antagonista | I.C mPFC Condicionam | Rata Terzian 2014
TRPV1 iento al
miedo/
Disminucion
en la
respuesta
Capsaicina agonista I.C mPCF Condicionam | Rata Terzian 2014
1-10ug and | TRPV1 iento al
1nmol miedo/
Aumento en
la respuesta
Capsazepina Antagonista | I.C dPAG Exposicién a | Rata Aguiar 2015
(60 nmol/0.2 | TRPV1 depredadore
V1)) S
/Disminucién
de la
respuesta al
miedo
- TRPV1 KO - EPM/ansioliti | Raton Marsch et
co al.,2007
- TRPV1 KO - EPM/ansioliti | Raton Rossi et al
co (2012)
- TRPV1 KO - NSFT/ Ratén Wang et al
ansiolitico 2017
- TRPV1 KO - NSFT/ Raton You et al,
ansiolitico 2012

Tabla 4: Efectos de la modulacién farmacolégica/genética de TRPV1 en modelos animales
de ansiedad. Modificado de Iglesias et al., 2022.

En sintesis, los antecedentes expuestos sugieren que el sistema serotoninérgico podria
desempeniar un papel crucial en la modulacién de los comportamientos relacionados con la
ansiedad y el estrés mediados por el receptor TRPV1. Aunque se ha establecido una conexion
entre los receptores 5-HT2cR y TRPV1 (Ohta et al., 2006; Salzer et al., 2016; Sugiuar et al., 2004),
el mecanismo subyacente aun no se comprende completamente. Es posible que la activacion de
estos receptores tenga un punto de convergencia en sus cascadas de sefializacion, y su

interaccién podria ser un regulador clave de los comportamientos ansiosos.

De todos los antecedentes presentados, los aspectos mas destacados incluyen:

e La participacion del sistema serotoninérgico en los comportamientos de ansiedad.
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e La relevancia especifica de los receptores 5-HT2cR en los comportamientos ansiosos,
respaldada por el fenotipo ansiolitico de los ratones 5-HT2.cR KO

e La induccién de comportamientos ansiosos mediante la activacién farmacolégica del 5-
HT2cR.

e EIl papel del TRPV1 en los comportamientos ansiosos, evidenciado por el fenotipo

ansiolitico en ratones TRPV1 KO.

Por lo tanto, surge la posibilidad de que la activacion de los receptores 5-HT2cR y TRPV1 esté
interconectada, sugiriendo que su interacciéon puede ser un factor regulador clave de los
comportamientos ansiosos. Estos hallazgos resaltan la complejidad de la interaccion entre estos

sistemas y ofrecen perspectivas importantes para futuras investigaciones.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

TRPV1 es necesario para la manifestacion de las conductas del tipo ansiosas mediadas por la

activacion del receptor 5-HT2cR.

OBJETIVO GENERAL

Investigar a nivel conductual como 5-HT2cR y TRPV1 regulan las conductas del tipo ansiosas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si la activacion farmacoldgica in vivo de los receptores 5-HT2cR induce un
efecto ansiogénico en ratones WT, utilizando los paradigmas comportamentales OFT,
EPMy LDT.

2. Investigar si el bloqueo selectivo de los receptores TRPV1 modifica los efectos
ansiogénicos inducidos por la activacion de los receptores 5-HT2cR utilizando el OFT y
EPM.

3. Evaluar los efectos de la activacion de los receptores 5-HT2cR en TRPV1 KO en relacién
con comportamientos ansiosos.

4. Estudiar como el bloqueo de los receptores TRPV1 con CPZ rescata los comportamientos

ansiosos observados en ratones SERT KO, un modelo genético de ansiedad reconocido.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratones macho y hembra de la cepa C57B/6J wild-type (WT), asi como de las
lineas SERT KO, TRPV1 KO y SERT-het/TRPV1-het con edades comprendidas entre 3 y 6 meses
y un peso aproximado de 25 a 30 gramos. Los ratones TRPV1 KO fueron gentilmente donados
por el Dr. Rodolfo Madrid de la Universidad de Santiago. Todos los animales se alojaron en el

bioterio de transgénicos de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.

Estos ratones se mantuvieron en una sala con temperatura controlada (21 + 2 °C) y humedad
entre 40-70%, bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas (7 AM: 7 PM). Fueron agrupados en
jaulas de 4 a 5 animales, con acceso ad libitum a alimento (LabDiet RMH 3000) y agua. Todos
los procedimientos se llevaron a cabo conforme a los protocolos del Comité de Biotética de la

Universidad de Valparaiso (ACTA BEA 016-2013).

3.2 Estudios de Conducta

Todos los experimentos fueron realizados en una sala de conducta acondicionada especialmente
para tal efecto, aislada de ruidos externos y olores que pudieran producir estrés a los animales
para no interferir en las conductas. Las pruebas conductuales fueron realizadas durante la fase
clara preferentemente, entre las 9:00 AM y 5:00 PM, para evitar interferencias con el ciclo
circadiano. La intensidad de la luz se mantuvo a 5 lux como maximo, usando una luz de baja
intensidad de color rojo. La sala se mantuvo a una temperatura constante entre los 20° C- 22°C
y a una humedad controlada. Los ratones fueron habituados durante al menos 30 minutos a estas
condiciones, antes de comenzar las pruebas conductuales. Después de finalizar cada paradigma
los aparatos fueron limpiados con una solucion de etanol al 5% para eliminar sefales olfatorias

que pudieran interferir en los siguientes experimentos.
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3.21 Prueba de campo abierto:

Esta prueba permite evaluar simultaneamente actividad locomotora y conductas del tipo ansiosas.
El OFT se realizé en una caja cuadrada de acrilico blanco (40 cm x 40 cm x 35 cm de alto). Los
animales fueron puestos en el centro de la arena (20 X 20 cm) y se registro la actividad horizontal

durante los primeros 5 minutos.

Se delimitaron de manera virtual dos zonas de analisis (ver figura 5): zona 1 correspondiente al

borde de la arena y zona 2 correspondiente al centro de la arena.

borde

[ — =— = =

|
|
centro IE'DEI‘H
40 cm
|

|

|

L — — — —
20 cm

40 cm

Figura 5. Esquema del OFT. Cada individuo se introduce al centro de la arena (40 cm x 40 cm,
rodeada de una pared de 36 cm de altura). Durante 5 minutos se registrd la conducta exploratoria
de cada individuo, la distancia recorrida total (cm), la velocidad promedio (cm/s), el tiempo (s) de
permanencia o exploracion en el borde de la arena o en el centro (20 cm x 20 cm).

Se tomaron como parametros para medir la ansiedad, el tiempo de permanencia de los animales
por el centro de la arena y la frecuencia en el centro. Todos estos parametros fueron registrados
y analizados mediante el sistema de seguimiento por video Noldus Ethovision (Noldus Information

Technology, Leesburg, VA, USA).
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3.2.2 Laberinto Elevado en Cruz:

Este paradigma esta basado en la aversion que siente el animal por los espacios desprotegidos
y a las alturas (Lister, 1987). El laberinto consiste en una cruz hecha de plexiglas formada por 2
brazos abiertos y 2 brazos cerrados (30 x 5 cm) que estan conectados por una plataforma central
(5 x5 cm), elevado a 40 cm del suelo. Se delimitaron de manera virtual dos zonas de analisis (ver
Figura 6): zona 1 correspondiente al brazos abiertos y zona 2 correspondiente a los brazos

cerrados y zona 3 que corresponde al centro.

Figura 6. Esquema del EPM. Cada individuo se introduce en la zona central (5 cm x 5 cm) del
laberinto, de 50 cm de altura. Durante 5 minutos se registré el tiempo de permanencia en los
brazos abiertos (%), la frecuencia de entrada a los brazos abiertos y la distancia recorrida (cm).

Todo el test se realizé con una iluminaciéon neutral de 5 lux aproximadamente, sin estimulos
aversivos adicionales. Los animales fueron puestos en el centro del laberinto mirando hacia el
brazo abierto al inicio de cada prueba y se registré el movimiento del ratén durante los primeros
5 minutos. Para determinar el grado de ansiedad se determinaron los parametros tiempo y
frecuencia en los brazos abiertos. Para determinar la actividad locomotora se calculd la distancia

recorrida. La actividad fue registrada con Noldus Ethovision.
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3.2.3 Cajade Luz Oscuridad

Este test se fundamenta en la preferencia etoldgica de los roedores por los lugares oscuros y la

aversion por ambientes iluminados (Bourin et al., 2003,Bilkei-Gorzo et al., 1998).

La caja esta formada por dos compartimentos, uno abierto iluminado (26 x 39 cm) y otro oscuro
(13 x 39 cm) con tapa. Ambos estan comunicados mediante una compuerta que permite el paso
del ratén entre un espacio y otro. El lado claro debe estar iluminado entre 200-400 lux, como un

estimulo aversivo para el animal.

zona
zona luminosa EESTETEI 40 cm

26em

Figura 7. Esquema del LDT. Cada individuo se introduce en la zona luminosa (200-400 lux), y
durante 5 minutos se registro la latencia de ingreso a la zona oscura (menor a 5 lux) y el tiempo
de permanencia en cada area.

El ratdn se coloco en el lado claro, de espaldas a la compuerta, y se registré su actividad durante
los primeros 5 minutos. El nivel de ansiedad se evalué mediante la “latencia de entrada

compartimento claro, el “numero total de entradas al lado claro.

Se escogieron estas condiciones de iluminacion y de posicion inicial del raton segun el estudio

de (Serchov et al., 2016).

Los ratones se colocaron en el lado claro para que pudieran ser detectados por la camara y los
ratones se dejaron libremente explorar durante 5 minutos. Se midié el tiempo en ambos lados

(oscuro y claro) y la latencia utilizando el software Ethovision TX (Noldus).
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3.2.4 Test de interaccion social de 3 camaras

Se utilizé un aparato rectangular de acrilico transparente con tres camaras para evaluar la
sociabilidad. Cada una de las tres camaras media 20 cm (longitud) x 40 cm (ancho) x 22 cm
(altura), separadas por paredes transparentes, conectadas con pequefias aberturas que tenian
puertas extraibles controladas por el experimentador para regular el acceso a las camaras. La
iluminacién se ajustdé manteniendo una luz roja tenue (~5 lux) uniforme durante toda la prueba.
Los ratones objetivo (no familiar, utilizados como novedad social) fueron entrenados en un
recipiente invertido de alambre dentro de una camara lateral del laberinto. Antes de la prueba, se
habitué a los ratones en la camara central durante 10 minutos. Después, se les permitié explorar
libremente todas las camaras durante 10 minutos. Completado el periodo de habituacién, se
encerr6 al raton de prueba en la camara central y al raton no familiar (novedad social) en una de
las dos camaras, dentro de un recipiente de metal con aberturas que permiten el reconocimiento
visual y olfativo, pero evitando el contacto directo. En la camara lateral contraria, se introdujo un
recipiente de metal vacio. Se abrieron las puertas de la camara central y se registraron durante
10 minutos los tiempos de interaccién del ratén de prueba con la rejilla que contenia al ratén
objetivo usado como novedad social y con la rejilla vacia (prueba de interaccion social) ( Yang
etal.,, 2011). Los olores y las heces de los ratones se limpiaron con etanol al 70% entre las

pruebas.

3.3 Tratamientos Farmacolégicos

Las siguientes drogas fueron usadas:

() 1-(3-clorofenil)piperazina (mMCPP agonista 5—HT2c/28, 1mg/Kg/ 0.2uL) (Sigma Aldrich, St Louis
USA); (ll) 6-cloro-2(1-piperazinil)-pirazina (MK212 agonista selectivo 5-HT2C 1mg/Kg/ 0.2uL);
() 6-cloro-5 —metil-1-[2—(2metilpiridil-3—oxi)—pirida—5—il carbamoil] indolina (SB242084
antagonista selectivo 5-HT2c, 1 mg/Kg/0.2uL) (Tocris Bioscience, Ellisville, USA) y (IV)

capsazepina (N-[2- (4-clorofenil) etil]l-1, 3, 4, 5-tetrahidro7, 8-dihidroxi-2H-2-benzazepina-2-
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carbotioamida) (CPZ, antagonista competitivo TRPV1, 2 mg/Kg/ 0.3 pL ) (Tocris Bioscience,
Bristol, UK). Las dos primeras fueron disueltas en salino, mientras que las dos ultimas se
disolvieron en dimetil sulfoxido 2% (DMSO; Sigma-Aldrich, Germany) + salino. Todas las

soluciones fueron preparadas frescas. Todos los animales recibieron inyecciones via I.P, ver tabla

»

La dosis de mCPP fue elegida basada en estudios previos, que demostraban que los efectos
conductuales se veian en una dosis de 1 mg/kg en conductas del tipo ansiosas en ratones (Martin
etal, 2002; Rodgers etal.,, 1992). MK212 fue usado en una dosis de 1 mg/kg, y es
considerablemente mas potente que el mCPP e induce hipolocomocién (Lucki et al., 1989). La
dosis de 1 mg/kg de SB242084 fue elegida ya que bloquea la hipoactividad que induce el MK212

(1 mg/kg) (Martin et al., 2002).

Droga Forma de Dosis mg/kg Tiempo de
Administracién administracién antes de
/volumen (uL) la prueba
Agonistas 5-HT2CRs
mCPP 1.P/200 1 30/60 min
MK212 I.P/ 200 1 30/60 min
Vehiculo (salino) I.P/ 200 _ _

Antagonista 5-HT2CRs

SB242084 I.P/ 200 1 60min
Vehiculo I.P/ 200 - _
(DMSO 2% viv)

Antagonista TRPV1

Capsazepina I.P/ 300 2 60min
CPz

Vehiculo I.P/ 300 - _
(DMSO 2% viv)

Tabla 5: Tratamientos farmacolégicos usados.



34 Disefio experimental

El disefio experimental esta detallado en las tablas 5 a la 8, e incluye informaciéon sobre

tratamiento, genotipo y el numero (n) de ratones en cada grupo.

3.4.1 Evaluaciéon del comportamiento relacionado con la ansiedad de ratones WT bajo
tratamiento farmacolégico

La secuencia de pruebas incluyé el OFT, el EPM a un cohorte de animales y el LDT se realizé
con un cohorte distinto de animales. Los detalles de los parametros analizados se encuentran
descritos en el apartado 3.3 de esta seccidn. Se evaluo6 el efecto del tratamiento farmacologico
con agonistas y antagonistas del 5-HT2cR y con un antagonista TRPV1, sobre el comportamiento
relacionado con la ansiedad. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en los distintos
grupos experimentales y se le aplico una dosis de vehiculo, agonista o antagonista segun
corresponda (ver tabla 5). Luego del tratamiento farmacoldgico agudo los ratones fueron

sometidos a las pruebas comportamentales correspondientes.

Las pruebas OFT y EPM se llevaron a cabo con un intervalo de 30 minutos entre ellas (figura 8A),
mientras que el LDT se realizé con un conjunto diferente de animales (figura 8 B). Para los
tratamientos de los grupos IV y V se sigui6 el esquema de las figuras 8 C y 8 D. Este orden
especifico se selecciond estratégicamente para minimizar posibles efectos residuales de las
pruebas anteriores, siguiendo la recomendacion de estudios previos (Mcllwain et al., 2001; Lad
et al., 2010). En particular, se opté por comenzar con el OFT seguido del EPM, priorizando la
realizacion de la prueba que genera menos estrés a los animales primero, de manera que su

influencia en las pruebas subsiguientes sea mitigada.
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Diseio experimental 1
Tratamiento WT cohorte 1 WT cohorte 2
OFT EPM LDT
Veh n=11 n=11 n=8
(grupo )
mCPP n=10 n=10 n=8
(grupo )
MK212 n=10 n=10 n=7
(grupo lii)
SB242084 + MK212 n=9 n=9 n=8
(grupo IV)
SB242084+vehiculo n=13 n=13 n=9
(grupo V)
CPz n=11 n=11 _
(grupo VI)
CPZ+mCPP n=10 n=10 _
Grupo VII
CPZ+ MK212 n=10 n=10 _
Grupo Vi

Tabla 6: Numero de ratones (n) usados por genotipo WT y grupo de tratamientos.

A B
Inyeccion OFT EPM Inyeccion LDT
I.P I.P
B
Voo Vo }
Inyeccién  Inyeccion Inyeccion Inyeccion
I.P I.P D LP I.P

CsB242084  MK212 OFT EPM SB242084 NMK212 LDT

AR T ool :
IECNECNECN] [ [ com ]

Figura 8. Esquema del disefno experimental utilizado para la evaluacién del
comportamiento relacionado con la ansiedad en ratones WT. Linea de tiempo
correspondiente a la realizacion de las pruebas OFT y EPM (Ay C, segun corresponda). Esquema
experimental utilizado el LDT (B y D, segun corresponda).
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3.4.2 Evaluacién del comportamiento de ratones TRPV1 KO.

Se evalué el fenotipo relacionado con la ansiedad y las interacciones sociales en ratones TRPV1
KO adultos. Con el objetivo de explorar la influencia de TRPV1 en las conductas ansiosas, los
animales TRPV1 KO fueron sometidos a diversas pruebas comportamentales disefiadas para
evaluar el comportamiento ansioso. Ademas, se aplico el test de interaccion social para evaluar
la contribucién de estos receptores en las interacciones sociales. Los tratamientos utilizados se
detallan en la tabla 6, y la linea de tiempo de los experimentos se presenta en las figuras 8 Ay 8

B segun corresponda.

Diseno experimental 3

Genotipo TRPV1 KO cohorte 1

OFT EPM LDT TIS
TRPVIWT | 6 6 3 3
TRPV1KO |10 10 7 6

Tabla 7: Numero de ratones (n) usados por genotipo TRPV1 KO para evaluacion de fenotipo.

3.4.3 Estudio del comportamiento de ratones TRPV1 KO bajo tratamiento farmacolégico

Con el objetivo de investigar la influencia de TRPV1 en las conductas ansiosas mediadas por los
receptores 5-HT2cR, se sometieron los animales TRPV1 KO a diversas pruebas
comportamentales destinadas a evaluar el comportamiento ansioso. Asimismo, se les aplicé un
tratamiento farmacolégico utilizando los agonistas 5-HT2cR ,con el propésito de determinar la
contribucion de estos receptores. Los tratamientos utilizados aparecen en la tabla 7 y la linea de

tiempo de los experimentos en la figura 8 Ay 8 B segun corresponda.

Disefo experimental 2
Tratamiento | TRPV1 KO cohorte 1 TRPV1 KO cohorte 2
OFT EPM LDT
Veh 10 10 8
(grupo 1)
mCPP 10 10 3
grupo Il)
MK212 10 10 9
(grupo 1)

Tabla 8: Numero de ratones (n) usados por genotipo TRPV1 KO y grupo de tratamientos
administrados via I.P.
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3.4.4 Evaluacién del comportamiento ansioso de ratones SERT doble het

Para la evaluacion del fenotipo conductual SERT-het/TRPV1-het, se usaron como animales
control los animales SERT het y TRPV1 het. A estos 3 grupos de animales, se les realizo6 las 3
pruebas clasicas para medir ansiedad el OFT, el EPM y el LDT en dias diferentes. Los n utilizados

se pueden ver en la tabla 9.

Diseino experimental 4
Genotipo SERT doble het
OFT EPM LDT
SERT het 13 13 7
TRPV1 het 6 6 9
SERT-het 14 14 5
TRPV1-het

Tabla 9: Numero de ratones (n) usados por genotipo TRPV1 het, SERT het y SERT het-
TRPV1 het, para evaluacién de fenotipo ansioso.

3.4.5 Evaluaciéon del comportamiento ansioso de ratones SERT KO con tratamiento
farmacoloégico

Ademas, se usaron animales con genotipos SERT het y SERT KO, para evaluar el fenotipo
ansioso, y junto al grupo control de animales SERT WT y se les administré el antagonista TRPV1
CPZ en una dosis de 2 mg/Kg de manera |.P. En otra cohorte de animales de los mismos

genotipos se les administré vehiculo (VEH). EI OFT se realizé a los 30 minutos post inyeccion.

Diseno experimental 5
SERT KO GRUPOS
Genotipo OFT (VEH) OFT(CP2)
SERT WT 11 11
SERT het 10 12
SERT KO 11 11

Tabla 10 : Numero de ratones (n) usados por genotipo SERT WT, SERT het y SERT KO y
tratamiento con CPZ, para evaluacion de fenotipo ansioso.
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3.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos y la generacién de los graficos fueron realizados con el
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) y los resultados se
expresaron como el promedio + error estandar de la media. Para los datos de comportamiento,
la significacion estadistica entre el control y los grupos tratados con agonistas y/o antagonistas,
se evalué mediante la prueba ANOVA de una via. Se realizaron comparaciones post hoc

utilizando la prueba de Tukey y se consideré significativa una p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto de agonistas 5-HT.cR sobre las conductas del tipo ansiosas en ratones WT

Primero, se evalué si la administracion I.P aguda de mCPP y MK212, un agonista no selectivo y
otro selectivo de 5-HT2cR, respectivamente, a dosis de 1 mg/kg, tenian generan un impacto sobre
las conductas del tipo-ansiosas en ratones WT mediante la bateria de pruebas comportamentales

que incluyeron el OFT, el EPM y el LDT.

e OFT

En el OFT, se observaron diferencias significativas al comparar los ratones WT de control con los
tratados con mCPP. Estos ultimos pasaron significativamente menos tiempo en el centro de la
arena en comparacion con el grupo de control (figura 9B izquierda, WT vehiculo 19.1% + 3.5 vs
WT mCPP 6.9% + 1.1, p= 0.0114). Ademas, el numero de veces que este grupo de animales
visitd el centro fue significativamente menor en comparacién con el grupo de control (figura 9B
centro, WT vehiculo 22.8 £ 2.3 vs WT mCPP 12.3 £ 1.9, p=0.0398). En cuanto a la actividad
locomotora, no se observaron diferencias significativas al comparar ambos grupos (figura 9B
derecha, WT vehiculo 1911 + 98.8 cm vs WT mCPP 1718 + 163.5 cm, p= 0.8746). La Figura 9A

muestra trazos representativos de esta prueba.

Los ratones del grupo lll, tratados con MK212, pasaron significativamente menos tiempo en el
area central de la arena en comparacion al grupo control (figura 9B izquierda, WT vehiculo 19.1
% +3.5vs WT MK212 7.6 % £ 1.7, p=0.0188). Ademas, visitaron significativamente menos veces
el area central de la arena en comparacion al grupo salino (figura 9B centro, WT vehiculo 22.8
2.3 vs WT MK212 12.2 + 2.1, p=0.0305). Respecto a la actividad locomotora, al ser comparada
con el control salino, no se observaron diferencias significativas (figura 9B derecha, WT vehiculo

1911 cm £ 98.8 vs WT MK212 1825 cm £ 110.4, p= 0.9914).
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Los ratones al ser pretratados con el antagonista selectivo de 5-HT2cR SB242084, el efecto
ansiogénico de MK212 (grupo V) no fue observado, por lo que no se detectaron diferencias
significativas respecto al grupo control, en los parametros de tiempo en el centro (figura 9B
izquierda, WT vehiculo 19.1 % £ 3.5 vs WT MK212+SB242084 22.7% + 3.3, p=0.8564). Respecto
a la frecuencia en el centro de la arena, se observaron diferencias estadisticamente signicativas
ya que los ratones tratados con MK212 y SB242084 entraron un mayor numero de veces al centro
(figura 9B centro, WT vehiculo 22.8 + 2.3 vs WT MK212+SB242084 38.6 + 3.3, p=0.0005), por lo
que el efecto ansiogénico de MK212 no se observa. En cuanto a la actividad locomotora se
observaron diferencias estadisticamente significativas (figura 9B derecha, WT vehiculo 1911 cm
+ 98.8 vs WT MK212+SB242084 2563.0 cm £ 189.6, p=0.015). Por otro lado, se observaron
diferencias significativas cuando se comparé el grupo IV con los ratones tratados con mCPP (WT
MK212+SB242084 22.7 % *+ 3.3 vs WT mCPP 6.9% + 1.1, p=0.0011) y con MK212 (WT
MK212+SB242084 22.7 % + 3.3 vs WT MK212 7.6% * 1.7 p=0.0019) en el tiempo que pasaban
en el centro, indicando la efectividad del pretratamiento con SB242084 en revertir los efectos

ansiogénicos de MK212 y mCPP.

Finalmente, los ratones pretratados con SB242084 y posterior inyeccion intraperitoneal de
vehiculo (grupo V) no mostraron diferencias significativas respecto a su grupo control, en los
parametros de tiempo en el centro (figura 9C izquierda, WT vehiculo 19.1 % + 3.5 vs WT
SB242084 15.4 % + 2.5, p=0.8616). Por el contrario, si mostraron diferencias en la frecuencia en
el centro (figura 9B centro, WT vehiculo 22.8 + 2.3 vs WT SB242084 33.9 £ 2.9, p=0.0284) y
también en la distancia recorrida (figura 9B derecha, WT vehiculo 1911 cm + 98.8 vs WT

MK212+SB242084 2693.0 cm £ 165.5, p=0.0034).

e EPM
En el EPM los animales del grupo Il (mCPP) permanecieron menos tiempo en los brazos abiertos
comparados con los animales control (figura 9 C izquierda, WT vehiculo 26.1 % + 3.4 vs WT

mCPP 13.1 % £ 2.2, p= 0.1008), pero la diferencia no llegé a ser significativa. En cuanto al numero
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de visitas a los brazos abiertos (figura 9C centro, WT vehiculo 18 + 1.2vs WT mCPP 17.7 + 3.2,
p> 0.9999) y a la actividad locomotora (WT vehiculo 1493 + 189 vs WT mCPP 1123 + 134,
p=0.2434), los animales del grupo Il no tuvieron diferencias estadisticamente significativas al
compararlos con el control (p >0.05). En la figura 9 A podemos ver los trazos representativos de

esta prueba.

Los animales del grupo lll (WT MK212) pasaron significativamente menos tiempo en los brazos
abiertos que los animales control (WT vehiculo 26.1 % * 3.4 vs WT MK212 11.4 % % 2.8,
p=0.0321). El numero de visitas a los brazos abiertos (WT vehiculo 18 + 1.3 vs WT MK212 11.4
+1.5, p=0.2354) no fue distinto al grupo control ni al resto de los grupos con otros tratamientos (p
>0.05). La actividad locomotora no cambi6 significativamente al ser comparada con el control (WT

vehiculo 1493 + 189 vs WT MK212 1037 + 70.8, p=0.0942).

El grupo 1V, el cual fue pretratado con el antagonista selectivo de 5-HT2cR SB242084 30 minutos
antes de una dosis aguda de MK212, mostré un tiempo de exploracién en los brazos abiertos
similar al grupo | (vehiculo), es decir, se perdié el efecto ansiogénico del MK212 (p >0.05) (ver
figura 9C izquierda, WT vehiculo 26.1 % + 3.4 vs WT MK212+SB242084 23.7% + 3.1, p=0.9896).
Respecto a la frecuencia de entrada a los brazos abiertos, los animales tratados con MK212 +
SB22084, no presentaron diferencias significativas al ser comparados con el grupo control (ver
figura 9C centro, WT vehiculo 18 + 1.3 vs WT MK212+SB242084 20.6 + 1.9, p=0.9373). Del
mismo modo, la distancia recorrida tampoco cambié significativamente al comparar el grupo
control (ver figura 9C derecha, WT vehiculo 1493 + 189 vs WT MK212+SB242084 1692 + 91.5,
p=0.8092). Por el contrario, al compararlos con el grupo de ratones tratados con mCPP, si se
observaron diferencias significativas en la distancia recorrida (figura 9C derecha, WT mCPP 1123
+ 134 vs WT MK212+SB242084 1692.0 + 91.5, p=0.0252. También se detectaron diferencias
estadisticamente significativas al comprar el grupo 1V con los ratones tratados con MK212 (figura

9C derecha, WT MK212 1037 + 70.8 vs WT MK212+SB242084 1692 + 91.5, p=0.0071).
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El grupo V (SB242084+vehiculo) mostré un mayor tiempo en los brazos abiertos en comparacion
con el grupo tratado con mCPP (WT SB242084 33.9 % +5.7 vs WT mCPP 13.1 % 2.2, p=0.0026).
Del mismo modo, el grupo V presenté diferencias significativas con el grupo tratado con MK212
(WT SB242084 33.9 % 5.7 vs WT MK212 11.4 % £2.8, p= 0.0005). En cambio, al compararlo
con el grupo control (figura 9C izquierda, WT SB242084 33.9 % £5.7 vs WT salino 26.1 % + 3.4,

p=0.5424), no se observaron diferencias significativas.

En cuanto a la frecuencia de entradas a los brazos abiertos, no se observaron diferencias
significativas al comparar el grupo WT SB22084 con el grupo control (figura 9C centro, WT
vehiculo 18 £ 1.3 vs WT SB242084 18.8 + 3.5, p = 0.9995), tampoco se detectaron diferencias

significativas con el resto de los grupos.

En relacion con la actividad locomotora del grupo V (WT SB242084), no se observo significancia
estadistica al compararla con el control (figura 9C derecha, WT vehiculo 1493 + 189 vs WT
SB242084 1535.0 £ 113.4 p = 0.9994), y tampoco presentd diferencias significativas con respecto

a los demas grupos.

e LDT
Durante la prueba de exploracién LDT, los animales tratados con mCPP (grupo IlI) pasaron
significativamente menos tiempo en el compartimento iluminado (ver figura 9D izquierda, WT
vehiculo 168 s £ 11,3 s vs WT mCPP 80.1 s + 20.6, p=0.0006) y significativamente mas tiempo
en el compartimiento oscuro (figura 9D centro, WT vehiculo 132 s £ 11.3 vs WT mCPP 221 s
21, p=0.0006), al ser comparado con el grupo control, lo que indica un efecto ansiogénico de la

droga.

Respecto a la actividad locomotora registrada en la camara iluminada, los ratones tratados con
mCPP no se observaron diferencias significativas al compararlos con el grupo control (ver figura

9D derecha, WT vehiculo 1232 cm + 86 vs WT mCPP 780.8 cm £ 192.5, p=0.1057).
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En cambio, recorrieron una distancia significativamente menor (WT mCPP 780.8 cm + 192.5 vs
WT MK212+ SB242084 1356 cm + 148, p=0.028) al ser comparado con el grupo 1V, tratado con
SB242084 y posterior dosis aguda de MK212 y con el grupo V, inyectados con SB242084 vy
posteriormente vehiculo) (WT mCPP 780.8 cm + 192.5 vs WT SB242084 1412 cm + 81.6, p=

0.0073).

Los animales tratados con MK212 pasaron significativamente menos tiempo en el lado iluminado
(WT vehiculo 168.0 s + 11,3 vs WT MK212 110.4 s + 14.6, p=0.0402) y mas tiempo en el lado
oscuro que el grupo control (WT vehiculo 132.0 s £ 11.3 vs WT MK212 189.6 cm + 14.6, p=

0.0433), lo que demuestra el efecto ansiogénico del MK212.

Respecto a la distancia recorrida en el lado iluminado, los animales del grupo I, tratados con
MK212, no se observaron diferencias significativas (WT vehiculo 1232 cm + 86 vs 797.0 cm %

98.8, p= 0.1501).

En cambio, existen diferencias estadisticamente significativas al comparar los animales del grupo
IV tratados con SB242084 + MK212 con el grupo de MK212 (WT MK212 797 £ 98.8 vs 1356.0
cm x 148.1, p=0.0435) y con los del grupo V, tratados con SB242084 y posterior inyeccién de

vehiculo (WT MK212 797 cm + 98.8 vs 1412 cm £ 81.6, p= 0.013).

Por el contrario, el efecto ansiogénico del MK212 se pierde con el pretratamiento del antagonista
selectivo de 5-HT2cR SB242084, ya que los animales pasaron un tiempo significativamente mayor
en la camara iluminada de la caja de luz/oscuridad (WT salino 168 s + 11.3 vs WT
SB242084+MK212 169.4 s + 12.6, p>0.999) y un menor tiempo en el lado oscuro (WT salino
132.0s +11.3vs 130.9 s + 14.6, p>0.999). Respecto a la distancia recorrida en el lado iluminado,
el grupo IV recorrié una distancia significativamente mayor (WT MK212 + SB242084 1356.0 cm
1 148.1) comparado con los grupos tratados con mCPP (780.8 cm £ 192.5, p=0.028) y con MK212
(797.0 cm £ 98.8, p=0.0435. Al comprar con el control no se observaron diferencias (WT salino

1232 + 86 cm vs WT MK212 + SB242084 1356.0 + 148.1, p=0.9612).
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En cuanto a los animales tratados con SB242084 + vehiculo (WT SB242084), no se observan
diferencias significativas en cuanto al tiempo en el lado claro al ser comparados con el grupo
control (figura 9D, WT vehiculo 168.0 s + 11.3 vs WT SB242084 161.1 + 8.9, p= 0.9952) ni a la
distancia recorrida en el lado claro (WT vehiculo 1232.0 cm + 86.0 vs WT SB242084 1412.0 cm
+ 81.6, p= 0.8359). Por el contrario, si se observaron diferencias significativas en la distancia
recorrida en el lado iluminado al comparar los animales tratados con SB242084 + vehiculo con el
grupo tratado con mCPP (WT mCPP 780.8 cm + 192.5 vs WT SB242084 1412.0 cm % 81.6, p=

0.0073) y con MK212 (WT MK212 797.0 cm + 98.8 vs WT SB242084 1412.0 cm + 81.6, p=0.013).
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Figura 9. Los agonistas 5-HT.cR mCPP y MK212 producen un efecto ansiogénico.
Trazos representativos del OFT (arriba) y del EPM (abajo) (A). Los ratones WT fueron evaluados
en la prueba de campo abierto (B), laberinto elevado en cruz (C) y caja de luz oscuridad (D). La
administracion intraperitoneal de mCPP o MK212 produce un efecto ansiogénico. El tratamiento
previo con el antagonista 5-HT2cR SB242084 o la administracion conjunta con CPZ restauro el
comportamiento. Las barras representan la media £+ SEM. * P <0.05, ** P <0.01, ANOVA de una
via, seguido de una prueba post hoc de Tukey (Vehiculo n=8-11, mCPP n=8-10, MK212 n=7-10,
MK212+SB242084 n=8-9, SB242084+vehiculo n=9-13).
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4.2 Efecto del antagonista TRPV1 CPZ sobre las conductas ansiosas mediadas por los
5-HTxcR.

Con el fin de evaluar la contribucién que tiene TRPV1 sobre las respuestas ansiosas mediadas
por el 5-HT2cR, se administré a ratones WT el antagonista competitivo de TRPV1 CPZ junto al
agonista del 5-HT2cR MK212 y al agonista 5-HT2c/sR mCPP y se realizo la bateria de test

conductuales para medir niveles de ansiedad.

e OFT
En el OFT, la frecuencia de entrada de los animales WT tratados con CPZ (2 mg/kg) a la region
central de la arena fue significativamente mayor que el grupo control (figura 10 B centro, WT
vehiculo 22.8 + 2.3 vs WT CPZ 34,4 + 1.7 p=0.0343), lo que significa que CPZ tuvo un efecto
ansiolitico. Ademas, cuando CPZ fue coadministrada junto con mCPP, el efecto ansiogénico de
mCPP se perdio, (figura 10 B centro WT vehiculo 22.8 + 2.3 vs WT CPZ+mCPP 21.1 £ 3.5, p=
0.9688). La coadministracién de CPZ junto a MK212, también eliminé el efecto ansiogénico de
MK212, dejandolo en niveles similares al grupo WT inyectado con salino (figura 10 B centro, WT

vehiculo 22.8 + 2.3 vs WT CPZ+MK212 19.4 £ 2.9, p=0.8052).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas respecto al tiempo en el area central
de la arena de OFT entre los animales WT tratados con CPZ (2 mg/kg) y su respectivo grupo
control (figura 9B izquierda ,WT vehiculo 19.1 + 3.5 vs WT CPZ 15.8 £ 2.2 ,p= 0.8004), ni con el
grupo de individuos tratados con la coadministracion de CPZ junto a los agonistas mCPP (figura
10 B izquierda WT vehiculo 19.1 + 3.5 vs WT CPZ+mCPP 15.5 + 2.0 ,p=0.7677) y MK212 (figura

10 B izquierda WT vehiculo 19.1 £ 3.5 vs WT CPZ+MK212 14.2 + 2.2 ,p=0.5453) respectivamente.

Ademas, se observé un aumento significativo en la actividad locomotora basal al comparar al
grupo control con el grupo inyectado con CPZ (figura 10 B derecha, WT vehiculo 1911.0 £ 98.8
vs WT CPZ 2514 + 86.9, p=0.0136). Asi mismo, se observé un aumento significativo de la
distancia recorrida al comparar los ratones inyectados con CPZ vs los WT CPZ+ mCPP (WT CPZ

2514.0 + 86.9 vs CPZ+mCPP 1891.0 + 203.1, p= 0.0126). Sin embargo, no se detectaron
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diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (WT vehiculo 1911.0 + 98.8 vs
WT mCPP+CPZ 1891.0 + 203.1 p= 0.9996 figura 9B derecha) ni (WT vehiculo 1911.0 £ 98.8 vs

WT MK212+ CPZ 2406.0 + 130.2 p= 0.0954).

e EPM
En el EPM al grupo de animales a los cuales se les administr6 CPZ, pasd un tiempo
significativamente mayor en los brazos abiertos en comparacién al grupo control (figura 10 C
izquierda, WT vehiculo 26.1 + 3.4 vs WT CPZ 58.6 + 6.4, p=0.0002), es decir tuvo un efecto
ansiolitico. Por el contrario, al coadministrar CPZ junto con mCPP, el efecto ansiogénico de mCPP
no fue observado. Lo mismo cuando se codministré junto con MK212. Al comparar el grupo CPZ
con al grupo al cual se les coadministr6 CPZ junto a mCPP (figura 10 C izquierda, WT CPZ 58.6
1+ 6.4 vs WT CPZ+ mCPP 31.5 £ 4.1 p=0.0011) y al grupo coinyectado con MK212 (WT CPZ 58.6
+ 6.4 vs WT MK212 + CPZ 29.1 + 4.1, p=0.0004). Esto indica que, al igual que en el OFT, el
efecto ansiogénico de ambos agonistas 5-HT2cR se pierde en presencia de la administracion del

antagonista de TRPV1.

Respecto al numero de entradas a los brazos abiertos, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos (figura 10 C centro, WT vehiculo 18.0 £ 1.3 vs WT CPZ 15.6 £ 1.3, p= 0.8449).
Tampoco se encontraron diferencias significativas al comparar WT mCPP 20.8 £ 2.3 con WT CPZ

15.6 + 1.3 (p= 0.7750) ni entre WT vehiculo y WT MK212 + CPZ 19.4 + 2.9 (p=0.9635).

En relacion con la distancia recorrida en el EPM, no se observaron diferencias significativas al
comparar todos los grupos. Las comparaciones entre los grupos, ya sea entre los grupos vehiculo
y CPZ ( figura 10 C derecha, WT vehiculo 1493 cm + 189 vs WT CPZ 1496.0 cm + 58.3 , p >
0.9999), con el vehiculo y mCPP+CPZ ( WT vehiculo 1493 cm + 189 vs WT mCPP+CPZ 1362
cm 56, p=0.9179), con el vehiculo y MK212+CPZ (WT vehiculo 1493 cm + 189 vs WT MK212
+ CPZ 1891.0 cm £ 203.1, p = 0.2277), mCPP+CPZ ( WT CPZ 1496.0 cm £ 58.3 vs 1362 cm +
56 vs , p = 0.9128), CPZ y MK212+CPZ (WT CPZ 1496.0 cm £ 189 cm vs WT MK212 + CPZ

1891.0 cm = 203.1, p = 0.2336), y mCPP+CPZ y MK212+CPZ (WT MK212 + CPZ 1891.0 cm *
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203.1 vs WT mCPP + CPZ 1362 cm £ 1891 cm, p = 0.0636), no arrojaron diferencias
estadisticamente significativas en la distancia recorrida (p > 0.05 en todas las comparaciones).
Estos resultados indican que, en términos de actividad locomotora medida por la distancia
recorrida, los diferentes tratamientos no afectaron de manera significativa el comportamiento de

los ratones en el EPM.
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Figura 10. El antagonista TRPV1 CPZ bloquea el efecto ansiogénico de mCPP y MK212
en ratones WT. Trazos representativos (A). Los ratones WT fueron evaluados en la prueba de
campo abierto (B) y en el laberinto elevado en cruz (C). Barras representan la media £+ SEM (*P
< 0.05, **P< 0.01, ANOVA de una via, seguido del test post hoc de tukey (vehiculo n=11, CPZ
n=11, mCPP+CPZ n=10, MK212+CPZ n=10).
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4.3 Efecto de ausencia de TRPV1 en las conductas del tipo ansiosas y de
sociabilizacién.

Para evaluar las conductas ansiosas, en OFT, se compararon dos grupos de ratones, WT (grupo
de control) y TRPV1 KO. Los ratones TRPV1 KO exhibieron un tiempo significativamente mayor
en el centro del campo abierto en comparacion con los ratones WT (ver figura 11 A, WT 10.6 % +
0.8 vs TRPV1 KO 17.3 % % 1.8, p = 0.0147), indicando un comportamiento ansiolitico. No se
observaron diferencias significativas en la frecuencia con la que los ratones visitaron el centro
(WT 26.2 £ 2.2 vs TRPV1 KO 27.8 £ 1.2, p = 0.4787) ni en la actividad locomotora basal (WT
2457.0 cm = 313.6 vs TRPV1 KO 2575.0 cm + 602.9, p = 0.8834) entre ambos grupos. Estos
resultados sugieren que los ratones TRPV1 KO pueden presentar una exploracion menos ansiosa

en el entorno del campo abierto en comparacion con los ratones WT.

En el EPM, los ratones TRPV1 KO pasaron un mayor tiempo en los brazos abiertos en
comparacion con los ratones control (ver figura 11 B, WT 27.4 % + 0.7417 vs TRPV1 KO 39.9 %
+ 3.9, p =0.0352), indicando un comportamiento ansiolitico. No se observaron diferencias
significativas en la frecuencia de entrada a los brazos abiertos (TRPV1 WT 16.7 + 1.5 vs TRPV1
KO 23.5 £ 2.6, p = 0.0923) ni en la distancia recorrida entre ambos grupos (TRPV1 WT 1251 cm
1+ 77.4 vs TRPV1 KO 1349.0 cm + 139.1, p = 0.5454). Estos resultados sugieren que los ratones
TRPV1 KO pueden exhibir una menor aversion al espacio abierto en el Laberinto Elevado en Cruz

en comparacion con los ratones WT.

En la Caja de luz oscuridad, se observaron diferencias significativas en el tiempo pasado en el
lado iluminado, siendo significativamente mayor en los ratones TRPV1 KO en comparacién con
el grupo control (ver figura 11 C, WT 126.6 s + 10.9 s vs TRPV1 KO 172.1s £ 10.2 s, p = 0.0342).
Ademas, la distancia recorrida en el lado claro fue significativamente mayor en los ratones TRPV1
KO en comparacion con los ratones control (WT 1146 cm £ 100 vs TRPV1 KO 1492 cm +47.2, p
= 0.0058). Estos resultados sugieren que los ratones TRPV1 KO pueden mostrar una mayor

exploracion y menor aversion al area iluminada en el LDT en comparacion con los ratones control.
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Figura 11. Fenotipo conductual en animales WT y TRPV1 KO. Ratones WT y TRPV1 KO
fueron evaluados en el test de campo abierto (A), laberinto elevado en cruz (B) y en el test de luz
oscuridad (C). Barras representan la media + SEM. *P < 0.05, **P< 0.01, T-Student (WT n=3-6,
TRPV1 KO n=6-10).
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Efecto de la ausencia de TRPV1 en conducta social

En la prueba de interaccion social no se observaron diferencias significativas en el tiempo de
exploracion en las tres camaras en los ratones WT (Figura 12A izquierda, objeto 170.3 s + 65.9,
centro 204.7 s £ 109.2 y social 221.1 s £ 54.4, p= 0.9021). Por otra parte, los ratones TRPV1 KO
mostraron mayor preferencia a la cdmara con el ratén social objetivo que a la camara con el objeto
solo (Figura 12A derecha, objeto 95.3 s + 8.8 vs social 314.9 s + 38.8, p= 0.0013). Ademas del
tiempo de exploracion en cada camara, se evalud el tiempo de conducta olfatoria al objeto vacio
y al objeto con el ratdn social objetivo dentro. Se pudo observar que los ratones WT no tuvieron
preferencia por el ratén social objetivo respecto al objeto vacio (Figura 12B izquierda, objeto 28.5
s +9.1 vs social 44.6 s + 12.6, p= 0.3571). Sin embargo, los ratones TRPV1 KO presentaron una
preferencia mayor en olfatear al raton social objetivo (Figura 12B derecha, objeto 32.4 s + 6.6 vs

social 61.7 s £ 10.06, p= 0.0410).
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Figura 12. Test de interaccion social en animales TRPV1 KO. Ratones WT y TRPV1 KO
fueron evaluados en el test de sociabilidad de tres camaras, y se obtuvo el tiempo de exploracién
en cada camara (A) y el tiempo de interaccion con el objeto vacio y el objeto con el raton objetivo
adentro (B). Barras representan la media + SEM (WT n=3-6, TRPV1 KO n=6-10).
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4.4 Efecto de ausencia de TRPV1 sobre las conductas del tipo ansiosas mediadas por
receptores 5-HTxcR.

Para determinar si TRPV1 era un efector necesario para mediar las conductas dependientes de
5-HT2cR, se usaron ratones TRPV1 KO y se les administré los agonistas 5-HT2cR y se realizaron

las tres pruebas para evaluar ansiedad (ver figura 13 A trazos representativos).

e OFT
El grupo de animales TRPV1 KO administrados con mCPP, no arrojo diferencias significativas al
ser comparados con el grupo control en los parametros evaluados para medir ansiedad como
tiempo en el area central (figura 13 B izquierda, TRPV1 KO vehiculo 17.3 % + 1.8 vs TRPV1 KO
mCPP 15.9 % £ 2.7, p=0.9107), ni con el grupo tratado con el agonista selectivo MK212 (TRPV1
KO vehiculo 17.3 % £ 1.8 vs TRPV1 KO MK212 16.8 % * 2.8, p=0.9755). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia con que visitaban el centro al comparar los grupos de
animales TRPV1 KO control con los TRPV1 KO tratados con mCPP (figura 13 B centro, TRPV1
KO vehiculo 27.8 £ 1.2 vs TRPV1 KO mCPP 24.4 £+ 2.1, p=0.3151) ni tampoco con los animales
TRPV1 KO tratados con MK212 (TRPV1 KO vehiculo 27.8 £1.2 vs TRPV1 KO MK212 27.5
1.5, p=0.9898). Finalmente, no se observaron cambios en la actividad locomotora al comparar
entre los grupos (figura 13 B derecha, TRPV1 KO vehiculo 1891.0 cm + 123.4 vs TRPV1 KO
mCPP 2285.0 cm + 243.3, p=0.2826) ni (TRPV1 KO vehiculo 1891.0 cm + 123.4 vs TRPV1 KO

MK212 2292.0 cm * 149.2, p=0.2720).

e EPM
El grupo de animales TRPV1 KO tratados con mCPP no exhibié diferencias significativas en
comparacion con el grupo de control en los pardmetros evaluados en el laberinto elevado en cruz
para medir la ansiedad. En cuanto al tiempo en los brazos abiertos, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo TRPV1 KO vehiculo y el grupo TRPV1 KO mCPP (figura 13 C
izquierda, 43.3 % + 4.9 vs 44.7 % * 7.8, p=0.9903), ni con el grupo tratado con el agonista

selectivo MK212 (43.3 % + 4.9 vs 48.0 % + 8.1, p=0.8871).
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De manera similar, la frecuencia de entrada a los brazos abiertos no mostré diferencias
significativas entre los grupos TRPV1 KO vehiculo y TRPV1 KO mCPP (figura 13 C centro, 21.9
+ 24 vs 211 £ 1.8, p=0.9557), ni con el grupo tratado con MK212 (21.9 + 2.4 vs 16.0 + 1.7,
p=0.1054). Respecto a la distancia recorrida, no se detectaron diferencias significativas entre el
grupo TRPV1 KO vehiculo y TRPV1 KO mCPP (figura 13 C derecha, 1492.0 + 47.2 vs 1776.0

259.3, p=0.9903), ni con el grupo tratado con MK212 (1492.0 + 47.2 vs 1224.0 £ 68.1, p=0.8871).

Ademas, al comparar directamente los grupos TRPV1 KO mCPP y TRPV1 KO MK212, tampoco
se observaron diferencias significativas en la distancia recorrida (TRPV1 KO mCPP 1776.0 cm +
259.3 vs TRPV1 KO MK212 1224.0 cm £ 68.1, p=0.0772). Asimismo, no se detectaron diferencias
significativas al comparar TRPV1 KO vehiculo 1492.0 cm £ 47.2 con TRPV1 KO mCPP 1776.0
cm  259.3 (p=0.9903) ni entre TRPV1 KO vehiculo 1492.0 cm + 47.2 y TRPV1 KO MK212 1224.0

cm + 68.1 (p=0.8871).

e LDT
Los animales TRPV1 KO tratados tanto con mCPP como con MK212 no mostraron diferencias
significativas en comparacion con el grupo de control (TRPV1 KO vehiculo) en los parametros
analizados en la caja de luz oscuridad para medir la ansiedad. Con relacién al tiempo en el lado
iluminado, no se observaron diferencias significativas entre el grupo TRPV1 KO vehiculo y el
grupo TRPV1 KO mCPP (figura 13 D izquierda, 172.1 s £ 10.2 vs 179.3 s £ 4.3, p=0.9903), ni con
el grupo tratado con el agonista selectivo TRPV1 KO MK212 (1721 s + 10.2 vs 162.2s + 7.7,
p=0.8871). De manera similar, la distancia recorrida en el lado claro no mostr6é diferencias
significativas entre los grupos TRPV1 KO vehiculo y TRPV1 KO mCPP (figura 13 D derecha,
1230.0 cm £ 83.7 vs 1008.0 cm £ 143.8, p=0.5634), ni con el grupo tratado con TRPV1 KO MK212
(1230.0 cm £ 83.7 vs 1347.0 cm £ 127.8, p=0.7277). Ademas, al comparar directamente los
grupos TRPV1 KO mCPP y TRPV1 KO MK212, tampoco se observaron diferencias significativas

en la distancia recorrida en el lado claro (1008.0 cm £ 143.8 vs 1347.0 cm + 127.8, p=0.2670).
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Figura 13. Se requiere TRPV1 para el efecto ansiogénico de mCPP o MK212. Trazos
representativos (A). Los ratones TRPV1 KO fueron evaluados en las pruebas de campo abierto
(B), laberinto elevado en cruz (C) y en la caja de luz oscuridad (D). La administracion
intraperitoneal de mCPP o MK212 no tiene efecto ansiogénico. Las barras representan la media
+ SEM. ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey (vehiculo n=8-10, mCPP
n=3-10, MK212 n=9-10).



4.5 Efecto administraciéon aguda de CPZ en ratones SERT KO.

Para determinar si se rescata el fenotipo ansioso del ratén SERT KO con una administracién
aguda de CPZ, en los 3 genotipos SERT KO, SERT het y SERT WT, se evaluaron las conductas

del tipo ansiosas a través de la prueba OFT.

e OFT
Los tres grupos de animales SERT KO, SERT het y SERT WT fueron inyectados con salino y con
CPZ (grupos de animales distintos). Al analizar la influencia del genotipo en un grafico por
separado, se ve claramente el fenotipo ansioso del raton SERT KO. Los animales SERT KO
inyectados con salino pasan significativamente menos tiempo en el centro cuando se les compara
con los animales WT (figura 14 A izquierda, SERT WT 10.4% £ 1.3 vs SERT KO 3.6% =+ 0.6,
p=0.0009), al igual que los animales SERT het inyectados con salino (figura 14 A, SERT WT 10.4
1+ 1.3 vs SERT het 5.4 + 1.4, p=0.0146). No se observaron diferencias significativas en el tiempo
que pasaron los animales en el centro cuando se compararon los animales SERT het vs SERT

KO (figura 14 A, SERT het 5.4 + 1.481 vs SERT KO 3.6 + 0.5973, p=0.5419).

En cuanto a la frecuencia en el centro, los animales SERT WT visitaron un numero
significativamente mayor de veces el area central de la arena en comparacion a los animales
SERT het (figura 14 A centro, SERT WT 18.3 £ 2.13 vs SERT het 10.0 £ 1.7, p= 0.0052) y a los
SERT KO (figura 14 A centro, SERT WT 18.3 + 2.13 vs SERT KO 7.9 + 1.1, p= 0.0004). No se
registraron diferencias significativas en la frecuencia con la que los ratones SERT hety SERT KO

visitaron el centro (figura 14 A centro, SERT het 10.0 £ 1.7 vs SERT KO 7.9 + 1.1, p= 0.6548).

Finalmente, en lo que respecta a la actividad locomotora no se observaron diferencias
significativas entre los 3 genotipos (figura 14 A derecha, SERT WT 1694.0 cm + 106.4 p= 0.7965,

SERT het 1386.0 cm + 108.9, p= 0.1022, SERT KO 1482.0 cm + 91.3, p= 0.3212).

Al comparar los animales SERT WT inyectados con salino respecto a los SERT WT inyectados

con CPZ, no se observaron diferencias significativas al comparar ambos tratamientos en cuanto
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al tiempo en el centro (figura 14 B izquierda, 10.4 %+ 1.3 vs 16.0 % * 1.9, p=0.436), frecuencia
en el centro (figura 14 B centro, 18.3 £ 2.13 vs 22.6 + 1.8, p=0.8061) y distancia recorrida(figura

14 B derecha, 1694.0 cm £ 106.4 vs 1971.0 cm + 88.9, p=0.5010).

En cuanto a los animales SERT het inyectados con CPZ visitaron un ndmero de veces
significativamente mayor el centro que los animales SERT het a los que se les administrd salino
(10.0 £ 1.7 vs 20.8 £ 1.7, p= 0.001). En cuanto al tiempo que pasaron en el centro de la arena
(5.4 % £1.5vs 15.4 % + 2.8, p=0.098) finalmente respecto a la distancia recorrida no se observan

diferencias entre los grupos (138.06 cm + 108.9 vs 1737.0 cm + 124.2, p= 0.2204)

Finalmente, los animales SERT KO que recibieron CPZ de manera intraperitoneal, éstos pasaron
un tiempo significativamente mayor en el area central del OFT respecto a los animales SERT KO
que recibieron salino (3.6 % + 0.6 vs 12.2 % + 2.7, p=0.0477), en cuanto a la frecuencia en el
centro, la diferencia entre ambos grupos fue estadisticamente significativa (7.9 £ 1.1 vs 17.4 &
2.1, p=0.0056). No se observaron diferencias en cuanto a la distancia recorrida (1482.0 cm £ 91.3

vs 1747.0 cm + 59.2, p=0.6439).
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Figura 14. CPZ revierte las conductas del tiempo ansiosas en el ratén SERT KO en el
test de campo abierto. Los ratones SERT WT, SERT het y SERT KO fueron evaluados en la
prueba de campo abierto (A). La administracion I.P de CPZ produce un efecto ansiolitico en los
ratones SERT het y SERT KO (B). Barras representan la media + SEM. p < 0.05, **p< 0.01, two
way ANOVA (SERT WT vehiculo n=11, SERT WT CPZ n=11, SERT het vehiculo n=10, SERT
het CPZ n=12, SERT KO vehiculo n=11, SERT KO CPZ n=11).
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4.6 Evaluacion del fenotipo conductual en ratones SERT het /TRPV1 het.

Con el objetivo de evaluar si la ausencia de TRPV1 afectaba la generacion conductas ansiosas,
en un modelo de ansiedad especificamente el ratdn SERT KO, se intenté generar el ratén doble
KO SERT y TRPVA1, pero solo fue posible llevarlo a nivel de doble heterocigoto, ya que ambos
genes se encuentran en loci muy cercanos en el cromosoma 11 (ver figura 13). La tasa de éxito
por simple recombinacién es muy baja, lo que dificulta obtener el doble KO en esas condiciones.

En consecuencia, se logré llegar unicamente a nivel de doble heterocigoto SERT het/TRPV1 het.

A <

. .
TRPV1 KO B6 SERT KO B6
Female male

N ¥

Trpva Chr 11 11:73,051,761-73,074,009 (+) | I Slc6A4 Chr 11 11:76,812,099-76,845,843 (+)

Chr 11

Figura 15. Esquema generacién raton doble heterocigoto SERT het/TRPV1 het.

A este nuevo raton SERT het/TRPV1 het se le evalué conductualmente a través del test de campo
abierto, laberinto elevado en cruz y la caja de luz oscuridad. Los controles usados fueron el raton

SERT het y el TRPV1 het.

e OFT
Los animales SERT het/ TRPV1 het presentaron un fenotipo ansiolitico en esta prueba. Se
observaron diferencias significativas respecto al tiempo en que los animales visitaron el centro de
la arena al compararlo con los animales SERT het (Figura 16 A izquierda, SERT het 8.2% + 1.3
vs SERT het-TRPV1 het 17.4% + 2.2, p=0.008). En cuanto a los animales TRPV1 het no se
detectaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 16 A izquierda, TRPV1 het

14.7% £ 3.3 vs SERT het/TRPV1 het 17.4% + 2.2, p=0.7398), ni al comparar entre los grupos
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TRPV1 het y SERT het (figura 16 A izquierda, TRPV1 het 14.7% * 3.3 vs SERT het 8.2% + 1.3,

p=0.2151).

Respecto a la frecuencia en el centro, los animales SERT het/TRPV1 het visitaron un nimero de
veces significativamente mayor al compararlo con los animales SERT het (figura 16 A centro,
SERT het 18.5 + 2.2 vs SERT het/TRPV1 het 29.1 + 1.6, p=0.0009), respecto a los animales
TRPV1 het no se detectaron diferencias significativas (figura 16 A centro , TRPV1 het 26.7 + 2.4
vs SERT het/TRPV1 het 29.1 £ 1.6, p=0.7396),ni tampoco al comparar a los grupos TRPV1 hety

SERT het entre si (figura 16 A centro , SERT het 18.5 £ 2.2 vs TRPV1 het 26.7 £ 2.4 p=0.0532).

En cuanto a la actividad locomotora basal esta no arrojo diferencias significativas entre los tres
genotipos evaluados (figura 16 A derecha, SERT het 1945.0 cm + 107.2 p= 0.9567, TRPV1 het

1995.0 cm * 147.8 p= 0.0709, SERT het TRPV1 het 2017.0 cm £ 90.5, p= 0.5591).

e EPM
En la prueba laberinto elevado en cruz, los animales SERT het/ TRPV1 het, pasaron un mayor
tiempo en los brazos abiertos en comparacion al grupo SERT het (figura 16 B izquierda, SERT
het 16.7 % * 2.8 % vs SERT het/ TRPV1 het 35.6 % + 4.4%, p=0.0025) y al grupo de animales
TRPV1 het, (figura 16 B, TRPV1 het vs 15.6 %% 3.5 vs 35.6 % % 4.4, p=0.0122). En cambio, no
se observaron diferencias entre los genotipos SERT het y TRPV1 het (figura 16 B, SERT het 16.7

% + 2.8 % vs TRPV1 het, p= 15.6 % % 3.5 %, p=0.9835).

No se observaron diferencias significativas en el numero de entradas a los brazos abiertos entre
los grupos TRPV1 het y SERT het (figura 16 B centro, SERT het 15.1 £1.7 vs TRPV1 het 12.7
1.4, p=0.6918). Por el contrario, entraron un mayor niumero de veces a los brazos abiertos al ser
comparados con ambos controles, SERT het (figura 16 B, SERT het 15.1 £+ 1.7 vs SERT het/
TRPV1 het 20.7 + 1.661, p=0.0474) y con los animales TRPV1 het (figura 16 B, TRPV1 het 12.7

+ 1.4 vs SERT het TRPV1 het 20.7 + 1.7, p=0.0236).
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Figura 16. Fenotipo conductual en animales SERT het, TRPV1 het y SERT het/TRPV1
het. Los animales fueron evaluados en el test de campo abierto (A), laberinto elevado en cruz (B)
y en el test de luz oscuridad (C). Barras representan la media + SEM. *P < 0.05, **P< 0.01,

ANOVA de 1 via, seguido del test posthoc Tukey (SERT het n

het- TRPV1 het n

6-9, SERT

7-13, TRPV1 het n=

5-14).
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En cuanto a la distancia recorrida, no se detectaron diferencias significativas al comparar los tres
grupos (figura 16 B derecha, SERT het 1226.0 cm £ 73.5 p= 0.7375, TRPV1 het 1325.0 cm £ 88.5

p= 0.0709, SERT het TRPV1 het 1459.0 cm % 74.0 p= 0.5591).

e LDT
En la Caja luz oscuridad, no se observaron diferencias significativas al comparar los tres grupos
en el tiempo pasado en el lado iluminado (figura 16 C izquierda, SERT het 162.8 s + 13.3,
p=0.5540, TRPV1 het 186.2 s £ 10.4, p= 0.8356, SERT het TRPV1 het 174.5 s £ 17.3 p= 0.8494).
De igual modo, no se encontraron diferencias significativas en la distancia recorrida en el lado
claro entre los tres grupos (figura 16 C derecha, SERT het 1205.0 cm + 73.2 p= 0.9976, TRPV1

het 1214.0 cm £ 82.4 p= 0.3533, SERT het TRPV1 het 1032.0 cm * 99,6 p= 0.3547).
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5. DISCUSION

El presente estudio aporta nueva evidencia de que el receptor 5-HT2cR regula la activacion del
TRPV1, contribuyendo asi a la comprension de los mecanismos moleculares detras de las
conductas ansiosas en ratones. La relevancia de comprender con mayor profundidad y detalle la
etiologia de los trastornos de ansiedad radica principalmente en la elevada prevalencia que tiene

hoy en dia en nuestra sociedad (Bandelow & Michaelis, 2015).

En primer lugar, cabe recordar que la ansiedad representa un estado de elevado arousal
(activacion cerebral, vigilia) que resulta en una aumentada vigilancia en ausencia de una
amenaza (Davis etal.,, 2010). Pese a que individuos sanos pueden experimentar ansiedad
esporadicamente, la ansiedad puede considerarse un trastorno cuando es persistente,
debilitante, e interfiere negativamente en las labores diarias de un individuo (Robinson et al.,

2019).

En este trabajo, utilizamos paradigmas conductuales que evalian conductas tipo-ansiosas, las
cuales se basan en la etologia de los ratones. Estas pruebas enfrentan al roedor a un conflicto
innato, el cual consiste en explorar nuevos ambientes o evitar espacios abiertos, donde podrian
ser mas vulnerables a amenazas ambientales. En las pruebas conductuales que evaluan
conductas tipo-ansiosas, los ratones con fenotipo ansioso tienden a estar mas tiempo explorando

o detenidos en las zonas seguras del aparato conductual (File et al., 2004; Prut & Belzung, 2003).

Los resultados obtenidos en esta tesis aportan evidencia que sugiere que la activacion simultanea
e indirecta de los 5-HT2cR y los receptores TRPV1 puede generar acciones de tipo ansiogénicas
en ratones. Esto es consistente con la literatura existente, que respalda la participacion de ambos
receptores en la regulacién de las conductas ansiosas (Aguiar et al., 2009; Casarotto et al., 2012;
Heisler et al., 2007b; Kimura et al., 2009; Rubino et al., 2008; Terzian et al., 2014) indicando la

posible implicacion del sistema endocanabinoide.
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La presencia de endovanilloides/endocanabinoides, como la anandamida que actia como
agonista de TRPV1, sugiere la probabilidad de que ambos receptores, 5-HT2cR y TRPV1,

interactien para regular los comportamientos ansiosos (ver con mas detalle en apartado 6.2).

Si bien la mayoria de los estudios han examinado las funciones del 5-HT2cR y del TRPV1 por
separado, hay indicios que sugieren su posible participacidon conjunta en la modulacién de las
respuestas conductuales. La presencia de estos receptores en areas relacionadas con la
ansiedad, como la corteza prefrontal, el complejo amigdaloide y el hipocampo, sugiere la
posibilidad de modular las reacciones de ansiedad (Abramowski et al., 1995; Cavanaugh et al.,
2011; Clemett et al., 2000; Cristino et al., 2006; Kimura et al., 2009). Ademas, su coexpresion en
el trigémino puede aportar nuevos conocimientos sobre la conexion entre estos receptores y la
percepcion del dolor, contribuyendo a una comprensiéon mas completa de sus funciones en el

contexto de la ansiedad (Loyd et al., 2011).

5.1 Activacion de 5-HT2cR y angiogénesis

El primer hallazgo significativo de este estudio fue demostrar que la activacion farmacolégica de
los receptores 5-HT2cR, a través de la administracion sistémica de mCPP y el MK212, induce
comportamientos ansiogénicos en ratones WT en el OFT, EPM y LDT. Estos efectos fueron

bloqueados con la administracion del antagonista SB244084, también de manera sistémica.

Estos hallazgos coinciden con lo descrito en la literatura, que ha documentado consistentemente
la asociacion entre la activacion de los receptores 5-HT2cR y las respuestas conductuales
ansiosas en roedores (Cornélio & Nunes-de-Souza, 2007; De Mello Cruz et al., 2005; Griebel
et al., 1991; Kennett & Curzon, 1988; Nunes-de-Souza et al., 2008) y humanos (Benjamin et al.,

1997; Charney et al., 1987; Lowy & Meltzer, 1988).

En modelos animales utilizados para testear ansiedad, se ha descrito que la administracién
sistémica de mCPP esta asociada con una disminucién de la actividad locomotora, segun se

documenta en la literatura (Fone et al., 1998; Lucki, 1991), en donde se ha demostrado que es
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debido a que se reducen los niveles de dopamina en el estriado y N acc (Aloyo et al., 2009). Si
bien en nuestros datos no se observaron diferencias significativas en la actividad locomotora entre
los grupos WT y aquellos tratados tanto con MK212 como con mCPP. Estos efectos observados
sobre la ansiedad no pueden atribuirse a un efecto inespecifico de las drogas sobre la actividad
motora, ya que ninguno de los dos compuestos probados en nuestro caso afecté a la locomocion
en la prueba de campo abierto, lo cual coincide con lo observado en otros estudios previos

(Sant’Ana et al., 2019b).

Resulta crucial considerar que los resultados de la administracion sistémica de los ligandos en
nuestro estudio indican la necesidad de comprender las areas especificas del cerebro donde
estos compuestos ejercen sus efectos. La literatura respalda el hecho de que la activacién de los
5-HT2cR localizados en la amigdala es esencial para desencadenar comportamientos ansiosos.
Investigaciones anteriores han demostrado que la infusion local de mCPP en la amigdala induce
respuestas ansiosas, a diferencia de cuando se infunde en el hipocampo dorsal o ventral
(Cornélio & Nunes-de-Souza, 2007). Contrariamente, puede tener un efecto ansiolitico cuando

se microinyecta en el dPAG (Nunes-de-Souza et al., 2008).

Estudios adicionales han sefalado que la activacion de los 5-HT2cR por MK212, tanto de manera
sistémica como en la BLA, genera respuestas ansiosas en ratas, segun se evidencié en el OF y
el EPM (De Mello Cruz et al., 2005). Investigaciones mas recientes han bloqueado 5-HT2cR
localmente en la amigdala y estimulado neuronas serotoninérgicas, revelando el efecto
ansiogénico producido por la estimulaciéon de la actividad serotoninérgica en el LDT, efecto que
se bloquea con el antagonismo 5-HTzc en la amigdala (Matthiesen et al., 2020). Por otro lado,
bloquear los 5-HT2cR localmente en la PAG dorsal no atenud la respuesta ansiogénica inducida
por la administracién aguda de fluoxetina o imipramina, proporcionando evidencia indirecta sobre

el papel del 5-HT2cR en la amigdala (Vilela-Costa et al., 2021).

El pretratamiento con el antagonista selectivo SB242084 revirtié los comportamientos ansiosos

en ratones WT, este resultado es consistente con la literatura que sugiere que los antagonistas
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tienen un efecto ansiolitico (Martin et al., 2002). Sin embargo, se observaron aumentos en la
actividad locomotora en los grupos tratados con el antagonista SB242084, coherente con

hallazgos previos (Jensen et al.,2010; Millan, 2005).

Es importante destacar que el SB-242084 demostré un efecto ansiolitico cuando se administré
de manera independiente. Esto sugiere que los 5-HT2cR estan estimulados de manera ténica por
la serotonina enddgena o presentan actividad constitutiva, favoreciendo asi la generacién de

comportamientos asociados con la ansiedad (Navailles et al., 2013).

Una limitacidon que debemos destacar en nuestro estudio es la ausencia de la utilizaciéon de un
agonista inverso. Como se expuso en la introduccién, es ampliamente reconocido que los 5-
HT2cR exhiben niveles significativos de actividad constitutiva, es decir, tienen la capacidad de
activar la sefalizacién intracelular sin la presencia del agonista endégeno (Aloyo et al., 2009; De
Deurwaerdére, Bharatiya, et al., 2020). En este contexto, es plausible considerar que el SB-
242084 podria estar actuando como un agonista inverso, un modo de accién previamente
documentado para este farmaco (Aloyo et al., 2009). Esto concuerda con la literatura que sefala
que que aproximadamente el 85% de los ligandos previamente caracterizados como

"antagonistas" exhiben actividad agonista inversa (Aloyo et al., 2009; Kenakin, 2006).

En resumen, comprender la regulacion de la ansiedad requiere comprender los aspectos
fundamentales de la complejidad del sistema serotoninérgico y la dualidad funcional que
muestran los 5-HT2cR. En un contexto clinico, el empleo de la agomelatina, un antidepresivo que
actua como antagonista del 5-HT2cR, produce un impacto favorable sobre la ansiedad (Millan,
2022). Por el contrario, la administracion de lorcaserina, un agonista selectivo del 5-HT2cR
empleado en el tratamiento de la obesidad, esta relacionada con un aumento de la ansiedad y
los sintomas depresivos. En conclusion, la versatilidad de los 5-HT2cR y la convergencia de

evidencia experimental y clinica refuerzan su papel crucial en la regulacién de la ansiedad.
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6.2 Interaccion entre los Receptores 5-HT2cR y TRPV1 en la modulacion de la ansiedad.

Habiendo establecido que la activacién de los receptores 5-HT2cR es capaz de inducir
comportamientos ansiosos, surgio la pregunta de si el receptor TRPV1 juega un papel esencial
en este proceso. Para investigar esto, realizamos dos sets de experimentos para evaluar el papel

de TRPV1 en las respuestas ansiosas mediadas por 5-HT2cR.

En el primer set de experimentos, utilizamos ratones WT y administramos el antagonista selectivo
de TRPV1, CPZ, junto con los agonistas 5-HT2sc MCPP y 5-HT2c MK212. Descubrimos que la
coadministracién de CPZ con mCPP o MK212 elimind los efectos ansiogénicos inducidos por los
agonistas del receptor 5-HT2cR. Ademas, la administracion de CPZ por si sola sola generé un
efecto ansiolitico, contrario a los agonistas del receptor 5-HT2cR, pero este efecto se revirtié al

coadministrar CPZ con MK212 o mCPP (ver figura 10).

El efecto ansiolitico de la administracion de CPZ implica una estimulacién ténica del TRPV1 en
condiciones basales. Este hallazgo coincide con investigaciones anteriores que indican una
disminucién de la ansiedad tras el bloqueo farmacoldgico sistémico inducido por la CPZ (Faraji
et al., 2017; Kasckow et al., 2004) o la delecién genética del TRPV1 (Marsch et al., 2007; Rossi
et al., 2012). Los efectos de la administracion sistémica de la CPZ parecen ser relativamente mas
débiles, ya que solo se evidencian en ciertos parametros del EPM, como se observé en los
estudios de Faraji y Kasckow, de acuerdo con nuestros hallazgos. Por el contrario, la influencia
ansiolitica de la CPZ administrada mediante inyecciones localizadas en determinadas regiones
del cerebro, como el hipocampo ventral (Santos et al., 2008), el PAG dorsolateral (Campos &
Guimaraes, 2009; Terzian et al., 2009) y la corteza prefrontal (Aguiar et al., 2009 ; Rubino et al.,
2008), es mas consistente y claro. Ademas, los estudios indican que las microinyecciones de AA-
5-HT, un antagonista endégeno del TRPV1, en el BLA desencadenan efectos ansioliticos (John

& Currie, 2012).

La menor potencia del efecto ansiolitico del CPZ por administraciéon sistémica en comparacion

con la administracion intracerebral puede atribuirse a la posible dificultad que representa CPZ,
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para atravesar la barrera hematoencefalica y acceder a los lugares de acciéon cerebrales
pertinentes. Aunque recientemente existen investigaciones donde demuestran que CPZ
administrada de manera sistémica, atraviesa la barrera hematoencefalica de manera efectiva
para alcanzar concentraciones anti-convulsivas en el cerebro de roedores (Gonzalez-Reyes

etal., 2013; D. Yang et al., 2019).

La pérdida del efecto ansiolitico de la CPZ al ser coadministrada con mCPP o MK212 sugiere que

TRPV1 puede estar implicado en una etapa posterior a la activacion de los receptores 5-HT2cR.

Para probar nuestra hipoétesis, realizamos un experimento clave para evaluar la pérdida del efecto
angiogénico de los ligandos 5-HT2cR en ratones TRPV1 KO. Esto se confirmé al no observar
comportamientos ansiosos en ratones TRPV1 KO después de la administracion sistémica uUnica
de MK212 o mCPP (ver figura 13). Estos hallazgos revelan una interaccion crucial entre los

receptores 5-HT2cR y TRPV1 en la modulacién de las conductas ansiosas.

Ademas, la ausencia de ansiedad en ratones TRPV1 KO después de la administracién de
agonistas de 5-HT2cR podria sugerir que el calcio, cuya liberacién estd mediada por TRPV1,
podria estar involucrado en la respuesta ansiogénica (Ho et al., 2012; Martins et al., 2014). La
falta de este efector podria afectar la transduccion de la sefial de ansiedad y, por lo tanto, prevenir

la aparicién de comportamientos ansiosos.

Otra interpretacion podria estar relacionada con la cascada de sefalizacion intracelular
involucrada en la generacion de ansiedad. Se sabe que la activacion de los receptores 5-HT2cR
conduce a la produccion de mediadores lipidicos, como endovanilloides/endocannabinoides, que
podrian actuar como segundos mensajeros para transmitir la sefial de ansiedad (Abdalla et al.,
2022; Chang et al., 2000; Peth6é & Reeh, 2012; Rosenbaum & Simon, 2007). Sin embargo, la
ausencia de TRPV1 podria interferir con esta cascada de senalizacion, lo que resultaria en la falta

de manifestacion de conductas ansiosas.
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Por ofra parte, nuestros resultados indican que los ratones TRPV1 KO muestran un fenotipo
ansiolitico (Fig. 11) y mayor sociabilidad (Fig. 12) que los animales WT. El estudio de la ansiedad
en el raton TRPV1 KO ha sido poco explorado. En concordancia con esto, existen solo dos
estudios que informan que los ratones TRPV1 KO muestran un fenotipo ansiolitico (Marsch et al.,
2007; Rossi et al., 2012). Ademas del paper de You del 2012 que el ratén TRPV1 KO demuestra
conductas anti-depresivas (You et al., 2012). Si bien existen multiples estudios donde demuestran
el efecto ansioliticos de los antagonistas de TRPV1, los ratones TRPV1 KO han sido objeto de
estudio para el dolor, la regulacion de la temperatura, entre otros. No se ha profundizado en la

investigacién del fenotipo ansioso de estos ratones.

En cuanto a la sociabilidad del ratén TRPV1 KO, tampoco existen trabajos. Sin embargo se ha
descrito que la aplicacién de capsaicina es capaz de disminuir la sociabilidad en ratones WT
(Seillier et al., 2013; Seillier & Giuffrida, 2018) , lo que estaria en concordancia con nuestros

resultados.

En conjunto, los resultados anteriormente descritos, sugieren un papel relevante de la activacion
aguda del receptor 5-HT2cR en la generacion de conductas tipo-ansiosas, donde la actividad del
receptor TRPV1 es esencial. Aunque actualmente no se comprende con precision el mecanismo
detras de la modulacién de estas conductas ansiosas, la posibilidad de una interaccion indirecta
a través de vias de sefnalizacion intracelular, mediada por la generacion de ligandos enddgenos,

resulta plausible (lglesias et al., 2022; Mascarenhas et al., 2013; Micale et al., 2009).

El crosstalk, o interaccién cruzada entre sistemas biolégicos, es esencial para coordinar procesos
fisiolégicos y adaptar la respuesta del organismo a cambios internos y externos. Requiere
proximidad fisica entre moléculas o células, compatibilidad de vias de sefializacién y presencia
de receptores compartidos o mediadores comunes. Ademas, el estado fisiolégico y ambiental
influye en su ocurrencia. No es necesario que las moléculas o células estén en el mismo tipo
celular para que ocurra el crosstalk. En resumen, el crosstalk facilita la comunicacién y la

integracion de sistemas bioldgicos para coordinar funciones complejas y adaptativas.
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La interaccion propuesta entre los sistemas 5-HT2cR y TRPV1 encuentra respaldo en la conexion
de los receptores 5-HT2cR con la proteina Gg/11, cuya activacién produce diversos mediadores
lipidicos, incluyendo endovanilloides y endocanabinoides, que podrian activar a TRPV1 (Micale
et al., 2009; Norzé & Maldonado-Vlaar, 2023; Wold et al., 2019). Esta hipétesis se sustenta en
observaciones del sistema nervioso periférico, donde otros receptores acoplados a proteina
Gqg/11, como PAR2, bradicinina B1 y B2, purinérgicos P2, serotonina 5-HT2 y endotelina (Pethé &
Reeh, 2012; Rohacs, 2015a; Rosenbaum & Simon, 2007), activan la cascada de sefializacion
PLC-TRPV1, generando metabolitos lipidicos que pueden activar de manera directa a TRPV1
como el HPETE, AEA (Luchicchi & Pistis, 2012) y el DAG (Woo et al., 2008), los cuales se
sugieren como moléculas candidatas que median la activacion de TRPV1 por 5-HT2cR (ver figura
17). Ademas, la fosforilacion del TRPV1 por la PKC, que se produce rio abajo de los receptores
mencionados anteriormente, estd mediada por el DAG (Rosenbaum & Simon, 2007). El acido
araquiddnico, formado por el DAG o la PLA2, también puede estar involucrado en el proceso de
activacion (Peth6 & Reeh, 2012).

La generacion de mediadores lipidicos capaces de activar TRPV1 rio abajo de la activacion de
los receptores 5-HT2cR podria involucrar tanto a la sefializacion por la via canénica mediada por
PLC o bien rutas alternativas como la PLA2 o la PLD; estas enzimas pueden desencadenar la
liberacion de diferentes mediadores lipidicos que pueden afectar la actividad de TRPV1. En el
caso de PLA2, ademas de ser un precursor para AEA, la produccion de acido araquidénico es un
precursor de 12-HETE (12-hidroxieicosatetraenoico) y N-araquidonil dopamina , ambos con
actividad sobre del TRPV1.A su vez, La activacién de PLD puede hidrolizar fosfolipidos de
membrana para producir fosfatidilcolina y acido fosfatidico. El acido fosfatidico es un precursor
de otros mediadores lipidicos, como la N-aciletanolamina fosfatidil (NAPE), que a su vez puede
convertirse en anandamida mediante la accion de la fosfolipasa D especifica de NAPE (NAPE-

PLD).
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Un candidato interesante para este posible cross-talk entre 5-HT2C y TRPV1 seria la AEA,
propuesto como endocannabinoide/endovaniloide (Ross, 2003; Zygmunt et al., 1999), el cual
tiene afinidad tanto por el CB1R como por TRPV1. La AEA podria estar activando a TRPV1 de
manera directa o indirecta. En el caso de la activaciéon directa, la anandamida se une y activa
TRPV1, lo cual ocurre cuando los niveles de anandamida son elevados (Toth et al., 2009; Micale
et al., 2009) . En cambio, cuando los niveles de AEA son bajos puede activar de manera indirecta

a los receptores CB1.

Varios estudios en el SNP respaldan nuestra hipétesis. Se ha observado que la potenciacion
especifica de TRPV1 por serotonina en el intestino de ratones se realiza a través de los receptores
5-HT2, y se ha demostrado que los antagonistas selectivos de estos receptores, como
ketanserina, atenuan dicha potenciacion (Sugiuar et al., 2004). Ademas, la interaccion entre
serotonina y TRPV1 se respalda con el hecho de que el farmaco antimigrafioso sumatriptan, un
agonista de serotonina, inhibe las corrientes mediadas por TRPV1 en los ganglios del trigémino
y las corrientes excitadoras en el trigémino inducidas por capsaicina (Loyd et al., 2011). También,
Salzer y colaboradores demostraron que la 5-HT excita las neuronas DRG principalmente a través
de los 5-HT2cR, y la activaciéon de estos receptores conduce a la sensibilizacién de los TRPV1
(Salzer et al., 2016).

Contrariamente, en el SNC, Chavez et al. y Grueter et al. demostraron que la AEA puede actuar
de manera autocrina al activar TRPV1 postsinaptico en el hipocampo (Chavez et al., 2010) y el
nucleo accumbens (NAc)(Grueter et al., 2010). Esta activacion de TRPV1 desencadena una LTD

mediada postsinapticamente, resultando de la endocitosis de los receptores AMPA.

Ademas, en el laboratorio del Dr. Andrés Chavez, resultados preliminares demuestran que la
serotonina deprime la transmisién excitatoria en las neuronas piramidales de las capas Il y lll. La
exposicién a 5-HT reduce significativamente la transmision excitatoria, y este efecto no se

acompana de cambios en la relacion EPSC2/EPSCA1. El pretratamiento con CPZ bloquea el efecto
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mediado por 5-HT. Esto respalda estos datos y sugiere una posible implicaciéon en areas

relacionadas con la ansiedad. Ver anexos para obtener mas informacion (figura 18).

En cuanto a las manifestaciones de ansiedad y las areas cerebrales especificas donde puede
ocurrir, resulta facil especular respaldandose en la evidencia que existe en la literatura, que la
interacciéon entre el receptor 5-HT2c y TRPV1 respecto a la regulacion de las respuestas tipo
ansiosas podria residir en la amigdala (Christianson et al., 2010; John & Currie, 2012; Matthiesen
et al., 2020; Vicente & Zangrossi Jr, 2012). Aunque también podria suceder en otras regiones
donde se ha observado la activacion de TRPV1, como el PAG (Terzian etal., 2009) o el
hipocampo (Santos et al., 2008), dado que la activacion serotoninérgica mediada por 5-HT2cR no
ocurre en estas zonas , especulamos que es mas probable que ocurra en la amigdala. Esto fue
respaldado por estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio por Cristopher Reyes y
Francisca Henriquez, donde se realiz6 cirugia estereotaxica con implantes de canulas bilaterales

en la amigdala (ver figura 19).

La administracion sistémica de MK212 provocd un efecto ansioso, evidenciado por la significativa
reduccion del tiempo en el centro. Esta respuesta ansiogénica generada de manera fue
antagonizada por la inyeccion local de CPZ 10 nM, indicando que probablemente la regulacién

de las conductas ansiosas mediadas por la activacion de 5-HT2cR ocurre en la amigdala.

Para reforzar aun mas la idea de que TRPV1 es un efector relevante en las conductas del tipo
ansiosas, evaluamos el rol ansiogénico de TRPV1 utilizando ratones SERT KO como modelo
genético de conductas tipo-ansiosas. La eleccidon de utilizar ratones SERT KO se basa en su
fenotipo complejo y bien caracterizado, que refleja una amplia gama de comportamientos
ansiosos el cual ha sido respaldado en multiples investigaciones (Carroll et al., 2007; Holmes
et al., 2003a; Holmes et al., 2003b; Kalueff et al., 2007a; Kalueff et al., 2007b; Li et al., 2004; Line

et al., 2011; Lira et al., 2003; Moya et al., 2011; Murphy et al., 2003; Schipper et al., 2011).

En nuestros experimentos, observamos que la administracion aguda de CPZ fue capaz de revertir

las conductas tipo-ansiosas en los ratones SERT KO (Fig. 14). Este resultado sugiere que el
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bloqueo de TRPV1 en los ratones SERT KO puede influir en el rescate del fenotipo ansioso de

varias maneras.

Se ha descrito que los ratones SERT KO muestran una actividad cerebral elevada de PLA2, lo
que se refleja en un aumento significativo en los coeficientes de incorporacién basal del &cido
araquiddnico (AA) (Basselin et al., 2009; Qu et al., 2005). Se podria especular que ese AA podria
estar consumiéndose en la formacién de AEA, lo que podria contribuir y explicar su estado mas
ansioso. Sin embargo, al ser tratados con CPZ, que inhibe los receptores TRPV1, los ratones
carecen de un target donde la AEA pueda unirse, lo que resulta en una ausencia de

manifestaciones ansiosas.

Otra posibilidad es que en un ratéon genéticamente ansioso, donde la serotonina basal esta
elevada desde nacimiento, puede causar una regulacién a la baja de estos receptores, pero al
parecer al existir menos cantidad de receptores 5-HT2cR activos se provoca un alza
compensatoria de los receptores TRPV1 y de esa forma podria mediar las respuestas ansiosas.
Esto puede ser una posibilidad pero no estaria respaldada del todo en la literatura, ya que en el
trabajo de Li y colaboradores del 2003 se demostré una disminucion en la funcion de los 5-HT2cR

en ratones SERT KO, pero es dependiente de la localizacion (Li et al., 2003).

En esa misma linea, obtuvimos un ratén doble heterocigoto, para la proteina SERT y TRPV1, con
el fin de observar el impacto de la deficiencia de TRPV1 en un modelo de roedor con conductas
tipo-ansiosas. En la Figura 15 se observo que los ratones SERT het TRPV1 het mostraron mayor
tiempo de exploraciéon en las areas abiertas que los ratones SERT het, lo que indica que la
disminuciéon del canal TRPV1 es capaz de rescatar el fenotipo ansioso mostrado por ratones

SERT het.

Una posible explicacion podria relacionarse con la desensibilizacion de los receptores
serotoninérgicos debido al aumento en la concentracion de serotonina extracelular en los ratones

SERT het. Se sabe que un aumento prolongado en la serotonina extracelular puede conducir a

79



la desensibilizacidon de los receptores serotoninérgicos, lo que podria contribuir a un estado de

ansiedad cronica en estos animales.

En resumen, la disminucion de TRPV1 podria tener un efecto regulador sobre la actividad
serotoninérgica en el cerebro, contrarrestando asi la desensibilizacién de los receptores
serotoninérgicos y reduciendo la ansiedad en los ratones SERT het. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para comprender completamente los mecanismos moleculares involucrados en

esta interaccion y validar esta especulacion.

Este resultado vuelve a confirmar el rol relevante de la expresion de TRPV1 en la manifestacién

de conductas ansiosas.
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Figura 17. Posibles alternativas para una interacciéon funcional en la regulacién del
receptor 5-HT2CR sobre la activacion del TRPV1. Flecha verde: activacion o estimulacién
de sintesis de una molécula; linea roja: Bloqueo; cruz roja eliminacion, flecha discontinua:
escision de una molécula.

En el contexto de como TRPV1 y 5-HT2cR interactian, la generacion de ligandos enddgenos rio
debajo de la activacion de 5-HT2cR podria tener un papel clave. Nuestro modelo muestra de
manera hipotética, como 5-HT2cR puede regular directamente TRPV1, influyendo en respuestas
celulares y posiblemente en la respuesta a endocannabinoides. Este modelo visual simplificado
muestra como 5-HT2cR podria activar a TRPV1, proporcionando una base para futuras

investigaciones.
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6. CONCLUSIONES

En resumen, nuestros hallazgos destacan una conexion crucial entre los receptores 5-HT2CR y
TRPV1 que modula la ansiedad en ratones. Estos resultados enriquecen nuestra comprension
actual sobre la regulacién central de la ansiedad a través de la interaccion funcional de 5-HT2cR
y TRPV1. Aunque nuestros datos sugieren la necesidad del receptor TRPV1 en los
comportamientos ansiosos mediados por 5-HT2cR y en el fenotipo ansioso de ratones SERT KO,
se necesitan experimentos adicionales para esclarecer la ruta de sefalizacion activada por
TRPV1 durante los comportamientos ansiosos. Por otro lado, los resultados que muestran que el
efecto ansiogénico de mCPP o MK212 se bloquea con el antagonista de TRPV1 CPZ, y que este
efecto es ausente en ratones TRPV1 KO, respaldan la importancia de la interaccion 5-HT2cR-
TRPV1 en la manifestacion de comportamientos ansiosos. Ademas, los datos preliminares
indican que la depresién inducida por la serotonina en la transmisién sinaptica excitatoria implica
la activacion postsinaptica de los TRPV1 y que la administracion local de CPZ en la amigdala
revierte el efecto ansiogénico de MK212 de manera sistémica, proporcionando una perspectiva
mas completa sobre los mecanismos neurobioldgicos subyacentes a la ansiedad mediada por

estos receptores.
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Figura 18. La serotonina deprime la transmisidén excitatoria en las neuronas piramidales de la
capa lI/1ll. A -B.

En las neuronas fijadas a -60 mV, la exposicioén a 5-HT (50 uM, 10 min) deprime significativamente
la transmisién excitatoria. C. El efecto mediado por 5-HT no se acompafia de cambios en la
relacion EPSC2/EPSCA1. D. El pretratamiento de las secciones con capsazepina (CPZ, 10 uM; n
= 1) bloquea el efecto mediado por 5-HT. Las comparaciones en B y C se realizaron con la prueba
de Mann-Whitney U, la significancia se establecié en p < 0.05.
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Figura 19. La administracién local de CPZ en la amigdala revierte el efecto ansiogénico de MK212
de manera sistémica. Prueba de OFT. Tiempo en el centro. Barras representan la media + SEM.
(n=7?). p <0.05.

En el OFT, la frecuencia de entrada al centro de la arena observada en los animales WT tratados
con vehiculo (V/V 0,5 ul/0,5ul, inyeccion sistémica e inyeccion local) no fue significativamente
distinta a la observada en animales tratados localmente con CPZ 1nm (VV 31.25 + 4,25 vs
V/ICPZ(1nm) 23,1 + 8.29, p= 0.1472) o a aquellos tratados con CPZ 10 nm (vs CPZ(10nm) 39,16
* 11.53, p>0.999).

La administracion sistémica de MK212 generd un efecto tipo ansioso determinado por la
reduccion significativa del tiempo en el centro (V/V 31.25 + 4,25 vs MK212/V 12,72 + 2,39,
p=0.330). La inyeccion de CPZ 10nm local antagoniz6 el efecto MK212 sistémico (V/V 31.25 +
4,25 vs MK212/CPZ10nm 19.51 + 3.22, p>0.999). No se observo efectos en otros parametros
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relativos a ansiedad en el EPM y LDT, ni tampoco hubo efectos significativos en la actividad
locomotora.
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