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I. INTRODUCCIÓN 

 

    1.1. Prevalencia, sintomatología y curso de la depresión 

 

      La depresión es un trastorno del estado de ánimo que comprende un conjunto de 

síntomas de la esfera conductual, emocional, cognitiva y física, afectando a la vida diaria 

del paciente (American Psychiatric Association, 2013). En la actualidad, la depresión es 

uno de los trastornos mentales más prevalentes y debilitantes, siendo la cuarta enfermedad 

más diagnosticada en el mundo y se prevé que alcanzará el primer puesto en 2030 (World 

Health Organization, 2008). La prevalencia actual es del 4,4% de la población mundial 

(322 millones de personas), siendo más prevalente en mujeres (5,1%) que en hombres 

(3,6%; World Health Organization, 2017; Figura 1). Recientemente, la Organización 

Mundial de la Salud ha clasificado este trastorno como el principal factor que contribuye 

a la discapacidad mundial, siendo la estimación a escala mundial de más de 50 millones 

de años vividos con discapacidad y en España cercana al medio millón (World Health 

Organization, 2017). A lo largo de la vida, se estima que 1 de cada 6 personas padecerán 

al menos un episodio de depresión mayor (Hasin et al., 2018; Kessler et al., 2005; 

Kruijshaar et al., 2005; Lim et al., 2018). 

      No solo es uno de los trastornos más incapacitantes (Lépine y Briley, 2011), sino 

que sufrir depresión aumenta el riesgo de otras enfermedades como asma, diabetes (World 

Health Organization, 2007), obesidad (Marmorstein, Iacono y Legrand, 2014) y 

problemas cardiovasculares (Stewart, Perkins y Callahan, 2014). Reduce, por tanto, la 

esperanza de vida (Gilman et al., 2017; Walker, McGee y Druss, 2015) y es el primer 

factor asociado con el suicidio (Hawton, Casañas i Comabella, Haw y Saunders, 2013). 
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Figura 1. Número de casos de trastorno depresivo y su distribución mundial y nacional. 

Representación gráfica de los datos publicados por la Organización Mundial de la Salud (World 

Health Organization, 2015).  

 

 Desde el punto de vista clínico, un episodio de depresión se caracteriza por un 

conjunto heterogéneo de síntomas presentes durante un periodo mínimo de dos semanas, 

incluyendo estado de ánimo deprimido, pérdida de interés o placer en casi todas las 

actividades (anhedonia), cambios de apetito o peso, del sueño y de la actividad 

psicomotriz; falta de energía; sentimiento de inutilidad o culpa excesiva; dificultad para 

pensar, concentrarse o tomar decisiones, y pensamientos recurrentes de muerte o 

ideación, planes o intentos suicidas (Tabla 1; American Psychiatric Association, 2013).  
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Tabla 1. Criterio diagnóstico de episodio de depresión mayor 

según el manual diagnóstico DSM-5. 

1. Estado de ánimo depresivo 

2. Pérdida de interés o placer (Anhedonia) 

3. Cambio en peso o apetito 

4. Insomnio o hipersomnio 

5. Agitación o retardo psicomotor 

6. Pérdida de energía o fatiga 

7. Sentimientos de inutilidad o culpa 

8. Dificultad para concentrarse o indecisión 

9. Ideación suicida o tentativa de suicidio 

Para el diagnóstico han de estar presentes durante un mínimo de dos 

semanas cinco o más de los nueve síntomas, incluyendo al menos uno entre 

estado de ánimo depresivo (1) y pérdida de interés o placer (2). 

 

 

 La tasa de recaída de episodios depresivos es muy alta, de modo que la mitad de 

las personas que han pasado por un episodio previo presentan una mayor probabilidad de 

padecer un nuevo episodio cuya gravedad resulta cada vez mayor (Akil et al., 2018; 

Burcusa y Iacono, 2007). El 80% de las personas que recibieron tratamiento para un 

episodio de depresión mayor padecieron al menos un episodio más y una media de cuatro 

episodios a lo largo de la vida (Cleare et al., 2015). La media de duración de un episodio 

se sitúa entre 16 y 23 semanas, la recuperación de episodios prolongados en el tiempo 

resulta difícil y un 12% de los pacientes de depresión presentan un curso crónico 

persistente (Cleare et al., 2015). Finalmente, un hallazgo constante en los estudios 

epidemiológicos de depresión es la mayor vulnerabilidad asociada al sexo femenino en el 

desarrollo de episodios depresivos, con una mayor tasa de recaída y duración más 

prolongada de estos episodios (Essau, Lewinsohn, Seeley y Sasagawa, 2010; Oquendo et 

al., 2013). 
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 Los tratamientos actuales, tanto farmacológicos como psicoterapéuticos, 

presentan una eficacia muy limitada (Beshai, Dobson, Bockting y Quigley, 2011; Bos et 

al., 2018), dando lugar un elevado número de pacientes resistentes al tratamiento que 

alternan diferentes tratamientos sin éxito (Akil et al., 2018; Cleare et al., 2015; Murphy, 

Sarris y Byrne, 2017). Así, se estima que el 50% de los pacientes de depresión recibe un 

tratamiento que resulta ineficaz o inadecuado (Akil et al., 2018). 

 

    1.2. Etiología de la depresión 

 

 Las limitaciones de la terapia antidepresiva podrían deberse en parte a que la 

etiología de la depresión resulta aún en su mayor parte desconocida. La evidencia 

científica apunta a la existencia de un componente genético que participa en el desarrollo 

de un episodio depresivo (Otte et al., 2016). Sin embargo, estudios recientes de asociación 

del genoma completo ponen de manifiesto la dificultad existente en la identificación 

fiable de variantes genéticas asociadas con la depresión (Brainstorm Consortium, 2018; 

Flint y Kendler, 2014; Major Depressive Disorder Working Group of the Psychiatric 

GWAS Consortium et al., 2013; Martin et al., 2017). Asimismo, la heredabilidad de la 

depresión se sitúa en torno al 35-40% (Geschwind y Flint, 2015; Sullivan, Neale y 

Kendler, 2000), un porcentaje mucho menor en comparación con otros trastornos 

mentales como la esquizofrenia y el trastorno bipolar (∼80%; Craddock y Sklar, 2009; 

Geschwind y Flint, 2015; Sullivan, Kendler y Neale, 2003).  

 Por todo ello, la hipótesis de la diátesis genética-estrés es una de las más aceptadas 

en la actualidad (Booij, Wang, Lévesque, Tremblay y Szyf, 2013; Dean y Keshavan, 

2017) y asume que la predisposición genética no es suficiente para provocar la depresión 

por sí misma, sino que es la combinación de esa vulnerabilidad con estresores ambientales 
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la que finalmente precipita el estado depresivo en la mayor parte de los casos (Beck, 2008; 

Caspi et al., 2003; Mã, Hodes y Russo, 2016; Ménard, Hodes y Russo, 2015; Scher, 

Ingram y Segal, 2005). Por ejemplo, un número creciente de eventos vitales estresantes 

se relaciona con un mayor número de síntomas depresivos y mayor riesgo de padecer el 

trastorno especialmente en individuos con el polimorfismo funcional de alelos cortos del 

gen del transportador de serotonina (5HTT s/s; Caspi et al., 2003). En esta línea, es posible 

que los cambios epigenéticos inducidos por estrés en la metilación del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) y la modificación de histonas esté mediando esa 

vulnerabilidad (Januar, Saffery y Ryan, 2015; Nagy, Vaillancourt y Turecki, 2018). 

Además, el estrés puede regular la expresión de genes implicados en neuroplasticidad 

(Ieraci, Madaio, Mallei, Lee y Popoli, 2016) y/o inducir una activación transcripcional 

diferencial en las redes de genes sensibles al estrés (Major Depressive Disorder Working 

Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2015), siendo estos factores etiológicos 

los responsables de las alteraciones neurobiológicas encontradas en pacientes depresivos 

(Farrell y O’Keane, 2016; Januar et al., 2015).  

 

    1.3. Neurobiología de la depresión 

 

 1.3.1. Neurotransmisores y farmacología asociada a la depresión 

 

 En las últimas décadas, una de las estrategias destinadas a comprender y esclarecer 

los procesos patogénicos del trastorno depresivo ha sido identificar las alteraciones 

neurobiológicas que son comunes entre pacientes deprimidos y que se diferencian 

significativamente de la población normal (Dean & Keshavan, 2017). Por medio de 

estudios farmacológicos, se ha recabado información sobre los cambios en los sistemas 

de neurotransmisión, fundamentalmente serotoninérgico y noradrenérgico (Fakhoury, 
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2016; Hirschfeld, 2000; Kohler, Cierpinsky, Kronenberg y Adli, 2015; Moret y Briley, 

2011; Nautiyal y Hen, 2017; Sanacora, Treccani y Popoli, 2012). En concreto, hace más 

de medio siglo se postuló la hipótesis monoaminérgica, la cual asociaba al trastorno 

depresivo con una reducción en la disponibilidad de monoaminas, especialmente 

serotonina y noradrenalina, que puede ser revertida a través de la acción de fármacos 

antidepresivos como los inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (5HT) y/o 

noradrenalina (NA) o inhibidores de la monoamino oxidasa (enzima implicada en la 

degradación de 5HT y NA) incrementan la disponibilidad extracelular a nivel sináptico 

de las monoaminas (Bunney y Davis, 1965; Coppen, 1969; Schildkraut, 1965).  

 No obstante, los antidepresivos tricíclicos presentan efectos secundarios 

anticolinérgicos, como sequedad de boca, estreñimiento o visión borrosa (Remick, 1988). 

Un ejemplo de antidepresivo tricíclico es la desipramina, un metabolito activo de la 

imipramina, difiriendo de esta última solo en la ausencia de un grupo N-metilo y su 

mecanismo de acción se relaciona con el bloqueo de la recaptación de noradrenalina y 

serotonina en la membrana neuronal presináptica, aunque se relaciona también con 

algunos de los efectos secundarios aversivos de otros antidepresivos tricíclicos (Thiwan 

et al., 2009). Los inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO), por su parte, amplifican 

la señal serotoninérgica y noradrenérgica, así como de dopamina y otras aminas, pero 

pueden asociarse con efectos secundarios en la dieta. En esta línea, los inhibidores 

selectivos reversibles de la MAO-A, como la moclobemida, no presentan problemas 

asociados a la dieta (Fischer, Macare y Cleare, 2017).  

 En cambio, los inhibidores de la recaptación de la serotonina (ISRS) y/o 

noradrenalina (ISRN; ISRNS) amplifican la señal serotoninérgica y/o noradrenérgica sin 

presentar efectos secundarios relacionados con el bloqueo colinérgico (Santarsieri y 

Schwartz, 2015). Un ejemplo de ISRS es el citalopram, de ISRN la reboxetina y dual 
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ISRNS la venlafaxina. En este sentido, los antidepresivos atípicos están libres de la 

mayoría de los efectos secundarios asociados a los tricíclicos y amplifican la señalización 

de 5HT y/o NA a través varios mecanismos. Por ejemplo, la estimulación de los 

receptores 5HT1A mediante la buspirona (Appelberg et al., 2001) o la desinhibición de 

NA/5HT por medio del bloqueo de receptores inhibitorios mediante la mirtazapina (Al-

Majed, Bakheit, Alharbi y Abdel Aziz, 2018).   

 Sin embargo, dada la limitada eficacia de estos fármacos y su acción terapéutica 

tardía que oscila de meses a años (Trivedi et al., 2006), recientemente se han propuesto 

nuevos fármacos que actúan de forma rápida sobre otros neurotransmisores, entre ellos el 

glutamato por medio de moduladores del receptor NMDA como la ketamina a bajas dosis 

(Duman, 2018) o la esketamina intranasal (Daly et al., 2018; Shouan y Grover, 2018); y 

la acetilcolina, a través del antagonista muscarínico escopolamina (Duman, 2014; 

Hasselmann, 2014).  

 Precisamente, la disfunción del mediador de la transmisión excitatoria, glutamato, 

en el cerebro de un paciente con depresión se ha relacionado con un déficit del 

neurotransmisor inhibidor ácido gamma-aminobutírico, GABA (del inglés, gamma-

aminobutyric acid) (Howard et al., 2018; Luscher, Shen y Sahir, 2011; Bernhard Luscher 

y Fuchs, 2015; Pehrson y Sanchez, 2015; Sanacora et al., 2012). De hecho, la síntesis y 

catabolismo de glutamato y GABA están íntimamente interconectadas en el cerebro 

(Pehrson y Sanchez, 2015). 

 Estudios con pacientes depresivos indican que el neurotransmisor GABA está 

reducido y también se han observado alteraciones en las subunidades del receptor GABA 

A. Asimismo, estudios preclínicos indican que muchos fármacos con propiedades 

antidepresivas o la ampliación de terapias efectivas aumentan la neurotransmisión 

GABAérgica. Además, animales con déficits en este sistema de neurotransmisión 
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presentan un fenotipo conductual, cognitivo, neuroanatómico y neuroendocrino de 

depresión. Todos estos datos, conjuntamente, indican el papel relevante que tiene este 

neurotransmisor en la depresión (Howard et al., 2018; Luscher, Shen y Sahir, 2011; 

Bernhard Luscher y Fuchs, 2015; Pehrson y Sanchez, 2015; Sanacora et al., 2012). 

 

 1.3.2. Estrés y depresión 

 

 Muchas de las alteraciones neurobiológicas presentes en la depresión se han 

relacionado con los efectos propios del estrés, tales como cambios en la neuroplasticidad 

(Pittenger y Duman, 2008), la neuroinflamación (Cattaneo et al., 2015; Nunes et al., 2013; 

Yirmiya, Rimmerman y Reshef, 2015), el sistema inmune (Eyre y Baune, 2012; Ménard, 

Pfau, Hodes y Russo, 2017) e incluso la microbiota humana (Dinan y Cryan, 2015; 

Winter, Hart, Charlesworth y Sharpley, 2018). Los datos provenientes de la investigación 

preclínica y clínica apuntan a que efectivamente la exposición al estrés está íntimamente 

ligada al desarrollo de la depresión (Bartolomucci y Leopardi, 2009). La respuesta de 

estrés depende de un circuito complejo que induce cambios conductuales, autonómicos y 

hormonales controlados por el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HHA), el cual regula 

la liberación de la hormona del estrés (cortisol en humanos, corticosterona en roedores).  

 La respuesta hormonal se inicia en las neuronas del núcleo paraventricular del 

hipotálamo que segregan la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas en 

inglés corticotrophin-releasing hormone) en la adenohipófisis, donde activa la liberación 

de la hormona adrenocorticotropa (ACTH, del inglés adrenocorticotropic hormone) al 

torrente sanguíneo. Asimismo, la ACTH alcanza la corteza de las glándulas adrenales y 

estimula la producción y liberación de glucocorticoides (Figura 2). Los niveles de 

glucocorticoides en sangre regulan, a su vez, la liberación de CRH y ACTH mediante 
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retroalimentación negativa a través de los receptores de glucocorticoides (Joëls, Karst y 

Sarabdjitsingh, 2018; Wilkinson y Goodyer, 2011; Figura 2). 

 

Figura 2. Eje hipotalámico-pituitario-adrenal y estructuras cerebrales relacionadas. 

Modificado de Otte et al. (2016). 

 

 Existen numerosos estudios que demuestran esta relación entre la desregulación 

del eje HHA y la depresión (Joëls, 2011). Los resultados muestran una hiperactividad del 

eje HHA antes de la aparición de la depresión en individuos de alto riesgo, probablemente 

asociado a una hipersecreción de CRH y cortisol (Baune, 2009; Joëls, 2011; Zorn et al., 

2017). Acorde con la hipótesis de la desregulación del eje HHA en depresión, la 

adversidad en la infancia y la edad temprana del primer episodio de depresión, que 

inducen un aumento de las hormonas de estrés (glucocorticoides, catecolaminas y la 

hormona liberadora de corticotropa) durante estos momentos sensibles del desarrollo, se 

ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollar episodios depresivos (Hölzel, Härter, 

Reese y Kriston, 2011; Juruena, Bocharova, Agustini y Young, 2017; Wilkinson y 
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Goodyer, 2011). A menudo los pacientes con depresión muestran una pobre supresión del 

glucocorticoide sintético dexametasona y la combinación de antidepresivos y 

antiglucocorticoides como la mifepristona pueden acelerar e incrementar las 

posibilidades de éxito del tratamiento (DeBattista y Belanoff, 2006), siendo la 

normalización de esta desregulación del eje una buena predictora del alivio de síntomas 

depresivos y prevención de la recaída (Fischer et al., 2017; Joëls, 2011).  

 

 1.3.3. Neuroplasticidad y depresión 

 

 Por otra parte, la pérdida de plasticidad cerebral asociada al estrés también se ha 

relacionado con la patología depresiva (Bewernick y Schlaepfer, 2013; Castrén, 2013; 

Liu et al., 2017; Wainwright y Galea, 2013). Las tres líneas de investigación principales 

que apoyan esta asociación son la reducción de factores neurotróficos en pacientes 

deprimidos (Buttenschøn et al., 2015; Kishi, Yoshimura, Ikuta y Iwata, 2018), la 

reducción de la neurogénesis hipocampal adulta en modelos animales de depresión 

(Mateus-Pinheiro et al., 2013; Santarelli, 2003; Snyder, Soumier, Brewer, Pickel y 

Cameron, 2011) y la alteración de la plasticidad sináptica (Duman, Aghajanian, Sanacora 

y Krystal, 2016).  

 La hipótesis de la neurogénesis adulta fue la primera hipótesis celular de depresión 

y postula que un déficit en neurogénesis adulta puede dar lugar al estado de ánimo 

depresivo (Duman, Heninger y Nestler, 1997). La principal evidencia se basa en estudios 

de experimentación animal, donde el estrés reduce la neurogénesis hipocampal adulta y 

los antidepresivos contrarrestan ese proceso, relacionándose con la mejoría sintomática 

(Dranovsky y Hen, 2006; Eisch et al., 2008; Lucassen et al., 2010). Sin embargo, aún no 

existe consenso científico respecto a la existencia de la neurogénesis hipocampal en 
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humanos (Boldrini et al., 2009, 2012, 2018; Sorrells et al., 2018) y hasta la fecha no 

resulta plausible asumir tal relación causal (Lazic, 2011).  

 En la misma línea de neuroplasticidad, también se han planteado cambios en 

factores neurotróficos como hipótesis moleculares de la depresión (Duman y Monteggia, 

2006; Masi y Brovedani, 2011; Nowacka y Obuchowicz, 2013; Wainwright y Galea, 

2013). A modo de ejemplo, se ha encontrado de forma consistente una reducción de los 

niveles en suero y plasma del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus 

siglas en inglés brain derived neurotrophic factor) en pacientes deprimidos (Kishi et al., 

2018). Además, se ha propuesto el polimorfismo “Val66Met” de BDNF como mediador 

de la interacción entre estrés y depresión (Tsai, 2018; Zhang et al., 2012), de forma que 

portadores del alelo Met de este polimorfismo funcional expuestos a eventos vitales 

estresantes presentan una reducción de la sustancia blanca y volumen amigdalino (Zhao 

et al., 2018), así como una mayor activación del eje HHA ante un estímulo social 

estresante (Shalev et al., 2009) que podrían constituir un factor de vulnerabilidad a la 

depresión.  

 

 1.3.4. Conectividad cerebral y depresión 

 

 Por otro lado, cambios en la estructura y funcionalidad en áreas cerebrales 

implicadas en la regulación emocional y respuesta al estrés, como el hipotálamo, el 

hipocampo, la amígdala o la corteza prefrontal (Figura 2), se han relacionado con el 

desarrollo de síntomas depresivos. A escala macroscópica, los estudios de neuroimagen 

han descrito alteraciones en la estructura y funcionamiento cerebral en estos pacientes 

(Dohm, Redlich, Zwitserlood y Dannlowski, 2017; Rayner, Jackson y Wilson, 2016). De 

hecho, la reducción del volumen hipocampal es uno de los hallazgos más consistentes en 
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pacientes deprimidos (ENIGMA Major Depressive Disorder working group, 2016; 

Sheline, Sanghavi, Mintun y Gado, 1999; Steffens et al., 2000; Treadway et al., 2015). 

Debido a la alta densidad de receptores de glucocorticoides en el hipocampo que detectan 

los niveles de glucocorticoides en sangre y frenan la liberación de CRH por parte del 

núcleo paraventricular del hipotálamo, la atrofia hipocampal presente en pacientes 

depresivos podría estar relacionada con los problemas en la retroalimentación negativa 

del eje HHA (Herman et al., 1989; Herman, Adams y Prewitt, 1995; McEwen et al., 

2015). En este sentido, las conexiones entre estas estructuras también se ven alteradas 

ante la patología depresiva y es uno de los biomarcadores propuestos con mayor volumen 

de publicaciones en los últimos años provenientes de estudios de neuroimagen funcional 

(Hamilton et al., 2012; Höflich, Michenthaler, Kasper y Lanzenberger, 2018). Así, las 

alteraciones tanto en conectividad como en actividad en reposo de estructuras clave 

denominadas “nodos” podrían estar relacionadas con el pensamiento negativo recurrente 

y con tendencia al comportamiento anhedónico (Williams, 2016; Figura 3).  
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Figura 3. Activación y conectividad de los circuitos neurales subyacentes a los síntomas de 

depresión. Taxonomía propuesta por Williams (2016). ACC, corteza cingulada anterior; AG, giro 

angular; aI, ínsula anterior; aIPL, lóbulo parietal inferior anterior; aMPFC, corteza prefrontal 

medial anterior; dACC, corteza cingulada dorsal anterior; DLPF, corteza prefrontal dorsoateral; 

DPC, corteza parietal dorsal; LPFC, corteza prefrontal lateral; MPFC, corteza prefrontal medial; 

msPFC, corteza prefrontal superior medial; OFC, corteza orbitofrontal; PCC, corteza cingulada 

posterior; PCG, giro precentral; SLEA, amígdala sublenticular extendida; TP, polo temporal; 

vMPFC, corteza prefrontal ventromedial. 

  

 La alteración de la función hipocampal puede a su vez influir en la actividad 

neuronal de la amígdala, la corteza prefrontal y el núcleo accumbens, estructuras 

asociadas con la regulación emocional y funcionalmente conectadas con el hipocampo 

(Cooper, Arulpragasam y Treadway, 2018; Disner, Beevers, Haigh y Beck, 2011). En esa 

línea, a través de sus conexiones con la corteza prefrontal puede tener repercusiones 

negativas sobre la emoción y la cognición. La atrofia del hipocampo como nodo puede, a 

su vez, producir una actividad excesiva del sistema límbico, específicamente la 
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hiperactivación de la amígdala, que afectaría a la capacidad para regular las emociones 

(Pedraza et al., 2014), induciendo un sesgo negativo en el estado de ánimo y un 

procesamiento inadecuado de los estímulos emocionales, lo que puede resultar a largo 

plazo en sintomatología depresiva (Disner et al., 2011)  

 

1.4. Modelos animales de depresión 

 

 Una fuente de información extensa sobre las bases biológicas de la depresión 

procede de los modelos animales de depresión. Sin embargo, desarrollar un modelo 

animal fiable y translacionable de depresión aún supone un gran desafío científico. En la 

investigación preclínica, se han propuesto múltiples criterios de validez que un modelo 

animal de psicopatología humana debe cumplir (Belzung y Lemoine, 2011; Chadman, 

Yang y Crawley, 2009; McKinney y Bunney, 1969; Nestler y Hyman, 2010; Schmidt, 

2011; Zangrossi y Graeff, 1997). Entre ellos, uno que goza de amplia aceptación en la 

investigación en depresión es el propuesto por Willner (1984) que describe tres tipos de 

validez principales: 

- Validez aparente: las manifestaciones conductuales del modelo animal se 

asemejan a los síntomas observados en pacientes con depresión. 

- Validez de constructo: los cambios patofisiológicos que ocurren en pacientes con 

este trastorno también ocurren en el modelo animal. 

- Validez predictiva: los cambios conductuales pueden ser revertidos por un 

tratamiento efectivo. 
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 De este modo, aunque algunos de los síntomas presentes en el diagnóstico de la 

depresión no sean modelizables tales como los sentimientos de tristeza y culpabilidad, 

existen múltiples modelos animales que exhiben un síndrome parecido a la depresión 

incluyendo disminución de la motivación y de la búsqueda de placer (anhedonia), 

fatigabilidad, problemas de memoria asociados a la atrofia del hipocampo, y en general 

alteraciones neurobiológicas semejantes a las observadas en pacientes deprimidos (Figura 

4).  

 

Figura 4. Circuito cerebral involucrado en las conductas depresivas. Esta red representada en 

un cerebro de roedor señala la compleja interacción entre los múltiples neurotransmisores 

descritos en la regulación de la actividad regional de cada núcleo cerebral. 3/4V, tercer/cuarto 

ventrículo; BLA, amígdala basolateral; CeM, amígdala central; DMH, núcleo dorsomedial del 

hipotálamo; DRN, núcleo del rafe dorsal; GPo, globo pálido; LC, locus coeruleus; LH, hipotálamo 

lateral; LHb, habénula lateral; LTD, tegmento laterodorsal; NAc, núcleo accumbens; PFC, 

corteza prefrontal; PPTg núcleo tegmental pedunculopontino; RMTg, núcleo tegmental 

rostromedial; SCN, núcleo supraquiasmático; SN, sustancia negra; SPZ, zona subparaventricular; 

VP, pálido ventral; VTA, área tegmental ventral. Adaptado de Chaudhury (2015). 

 

 Una de las aproximaciones más utilizadas en investigación en psiquiatría 

biológica ha sido la manipulación genética de factores biológicos determinantes para el 

procesamiento emocional o la respuesta al estrés (Figura 5, desglose de las 

aproximaciones en los modelos animales de depresión). Estos modelos genéticos inducen 
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estados parecidos a la depresión y amplían nuestra visión sobre los genes involucrados, 

el sistema cerebral asociado y su relación con factores ambientales y el tratamiento 

antidepresivo. En general, estas manipulaciones genéticas pueden resultar en la pérdida o 

ganancia de una función conocida (Jackson y Abbott, 2000). Así, pueden desarrollarse 

ratones transgénicos con copias adicionales de ciertos genes en su genoma, denominado 

“knock-in”, que supondrían una ganancia de función; mientras que la deleción de un gen 

diana específico generaría un modelo “knockout” y la reducción de la expresión de ese 

gen un modelo “knockdown” (Jackson y Abbott, 2000).  

 En un esfuerzo por refinar la modificación genética y hacer estos cambios 

transitorios se han desarrollado técnicas avanzadas para generar modelos condicionales 

(Kohl et al., 2013; Skarnes et al., 2011; Sprengel, Eltokhi y Single, 2017; Zhang et al., 

2012). Por ejemplo, un ratón transgénico mutante para Polg1, una polimerasa implicada 

en la replicación del ADN mitocondrial, se ha propuesto como modelo animal de 

episodios reiterados de depresión mayor que se asemejan a la sintomatología usada como 

criterio diagnóstico del DSM-5 señalado en la Tabla 1 y cumple con los tres criterios de 

validez previamente descritos (Kasahara et al., 2016).  

 En segundo lugar, la estimulación, inhibición o lesión de alguna estructura o 

circuito involucrado en la patología depresiva ha sido también una fuente de modelos 

animales de depresión. Un ejemplo clásico ha sido la bulbectomía olfatoria que induce 

cambios cerebrales y conductuales semejantes a la depresión (Song y Leonard, 2005). 

Otro ejemplo tradicional es la administración farmacológica de agentes que estimulan o 

inhiben algún factor biológico relevante para la depresión (Perez-Domper et al., 2016; 

Zalachoras et al., 2013), como es el ejemplo de fármacos inductores de la neurogénesis 

hipocampal adulta (Perez-Domper et al., 2016), moduladores selectivos del receptor de 
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glucocorticoides (Zalachoras et al., 2013) o la estimulación o inhibición de citoquinas 

(Lee et al., 2018; Wright, Strike, Brydon y Steptoe, 2005).  

 En la actualidad, se han logrado avances en el conocimiento de circuitos concretos 

funcionalmente implicados en síntomas depresivos gracias a técnicas más refinadas tales 

como la optogenética o los receptores activados únicamente por un ligando sintético 

(DREADD, del inglés Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs), que 

permiten estimular o inhibir una población de neuronas de interés (Han et al., 2017; Lobo, 

Nestler y Covington, 2012; Ramirez et al., 2015). Por ejemplo, la estimulación 

farmacogenética de neuronas de la habénula medial en ratones transgénicos que 

expresaban DREADDs redujo el número de células serotoninérgicas en el rafe dorsal, 

técnica por la cual se empieza a diseccionar un circuito (habénula-rafe) que se encuentra 

alterado en víctimas de suicidio diagnosticadas con depresión mayor (Han et al., 2017).  

 Por último, otra aproximación utilizada con frecuencia es la manipulación 

ambiental aplicando protocolos de estrés o administración crónica de corticosterona que 

desregulan el eje HHA e inducen síntomas parecidos a la depresión humana (Bai et al., 

2014; Hill, Hellemans, Verma, Gorzalka y Weinberg, 2012; Krugers, Lucassen, Karst y 

Joëls, 2010; Meyer, van Kampen, Isovich, Flügge y Fuchs, 2001). Entre los protocolos 

más utilizados se encuentra el estrés por inmovilización, el cual consiste en restringir el 

movimiento de los roedores a diario durante un periodo de tiempo variable (de 30 minutos 

a 3 horas) de forma repetitiva durante días o semanas (Chiba et al., 2012; Płaźnik, 

Stefański y Kostowski, 1989; Strekalova, Spanagel, Bartsch, Henn y Gass, 2004).  
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Figura 5. Modelos animales de depresión. *B1,2,3 = Metodología abordada en el Bloque 

Experimental (1, 2 o 3). ACTH, hormona adrenocorticotropa; CRH, hormona liberadora de 

corticotropina; DREADD, receptor diseñado exclusivamente activado por una droga de diseño; 

EPM, laberinto en cruz elevado; FST, test de natación forzada; FUST, test de olfateo de orina de 

hembra; GR, receptor de glucocorticoides; MR, receptor de mineralocorticoides; NSF, supresión 

de la alimentación por la novedad; WMM, laberinto acuático de Morris: test de memoria espacial; 

Www, “What When Where task”: test de memoria episódica.  
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 Otro protocolo muy utilizado en la inducción de síntomas de depresión en 

animales es el estrés moderado crónico impredecible, consistente en la aplicación de 

diferentes estresores de forma incontrolable (Khemissi, Farooq, Le Guisquet, Sakly y 

Belzung, 2014). De hecho, la inducción de alteraciones conductuales y neuroendocrinas 

asociadas a síntomas depresivos en modelos animales puede depender de la 

controlabilidad de los estímulos estresantes (Zhu, Shi, Wang, Wang y Li, 2014). 

Finalmente, otro modelo tradicional de depresión inducida por estrés proviene de la 

exposición a estrés psicosocial, los cuales utilizan estímulos sociales aversivos (ej. derrota 

social) como estresores (Becker et al., 2008; Venzala, García-García, Elizalde, 

Delagrange y Tordera, 2012) y confieren una mayor validez ecológica debido a la 

relevancia de las variables sociales en la generación de conductas depresivas tanto en 

humanos como en roedores (Larrieu y Sandi, 2018). 

 

 1.5. Receptor LPA1, estrés y depresión 

 

 El ácido lisofosfatídico (LPA, por sus siglas en inglés lysophosphatidic acid) es 

un fosfolípido endógeno bioactivo que muestra múltiples funciones biológicas actuando 

a través de seis receptores acoplados a proteína G (LPA1-6; Choi et al., 2010; Kihara, 

Mizuno y Chun, 2015; Yung, Stoddard, Mirendil y Chun, 2015). Recientemente, se han 

propuesto otros dos receptores (GPR87 and P2Y10) que podrían ser responsables también 

de la acción del LPA (Oka, Ota, Shima, Yamashita y Sugiura, 2010; Tabata, Baba, 

Shiraishi, Ito y Fujita, 2007). En la última década el LPA ha surgido como una molécula 

neuroreguladora, actuando principalmente a través del receptor LPA1 (Blaho y Chun, 

2018). Este receptor activa múltiples vías de señalización intracelular como Rho, PPC, 

Ras y PI3K (Riaz, Huang y Johansson, 2016; Figura 6) y participa en procesos de 

división/proliferación, diferenciación, migración, cambios citoesqueléticos, 
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supervivencia, secreción de factores neurotróficos, mielinización por parte de 

oligodendrocitos y células de Schwann (Choi et al., 2010; Yung et al., 2015). Por tanto, 

se localiza fundamentalmente en áreas mielinizadas de sustancia blanca, tales como el 

cuerpo calloso y la cápsula interna, pero también en estructuras cerebrales como en el 

hipocampo, corteza frontal, amígdala y estriado (Contos, Fukushima, Weiner, Kaushal y 

Chun, 2000; García-Díaz et al., 2015; González de San Román et al., 2015; Pedraza et 

al., 2014; Pilpel y Segal, 2006; Walker et al., 2016), estructuras clave para la regulación 

emocional (Krishnan y Nestler, 2010).  

 Los estudios sobre la arquitectura cerebral de ratones nulos para el receptor LPA1 

describen un volumen cerebral reducido y desintegración de la sustancia blanca (Estivill-

Torrús et al., 2008; García-Díaz et al., 2015). Los experimentos desarrollados en estos 

animales knockouts resaltan la importancia del receptor LPA1 para el mantenimiento de 

la morfología y funcionamiento del sistema límbico. De este modo, la ausencia del 

receptor LPA1 se asocia con cambios en la estructura y plasticidad del sistema nervioso 

central, en concreto de estructuras como el hipocampo (Castilla-Ortega et al., 2011; 

Matas-Rico et al., 2008), la corteza (Estivill-Torrús et al., 2008) y la amígdala (Pedraza 

et al., 2014). Acorde con el déficit neurobiológico, estos ratones presentan déficits en 

tareas dependientes de la función hipocampal, como el laberinto acuático de Morris 

(Santin et al., 2009), el laberinto de hoyos (Castilla-Ortega et al., 2010) y tareas de 

reconocimiento de objetos (Castilla-Ortega et al., 2012). Además, los ratones carentes del 

receptor LPA1 presentan una alteración de la extinción del miedo condicionado, una tarea 

emocional relacionada con la amígdala, la corteza prefrontal medial e hipocampo 

(Pedraza et al., 2014). 
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Figura 6. Estructura molecular del LPA y su receptor LPA1 con las vías de señalización 

intracelular asociadas. Representación tridimensional del receptor LPA1 (código PDB: 4Z36) y 

de la molécula de LPA (imagen de Avanti Polar Lipids Inc). La representación lineal de la 

estructura química del LPA permite ver el grupo fosfato (PO43-) y glicerol (C3H8O3) sobre los 

que se ancla una cadena lipídica de grado de saturación y longitud variables (18:1 en la imagen; 

extraído de la web de Avanti Polar Lipids Inc). Modificado de Choi y Chun (2013). 

 

 Estudios recientes han demostrado que estas alteraciones neurobiológicas podrían 

agravarse en presencia de factores ambientales como el estrés (Castilla-Ortega et al., 

2011; García-Fernández et al., 2012; Pedraza et al., 2014). De hecho, el estrés crónico por 

inmovilización precipita la patología hipocampal, reduciendo drásticamente la 
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neurogénesis adulta y aumentando la apoptosis (Castilla-Ortega et al., 2011) y el estrés 

oxidativo (García-Fernández et al., 2012) en esta región. A nivel neuroendocrino, el estrés 

crónico produce una regulación a la baja de la hormona del estrés, corticosterona, en 

ratones nulos para el receptor LPA1 (Castilla-Ortega et al., 2011), mientras que el estrés 

agudo de inmovilización se asocia con niveles muy elevados de esta hormona con 

respecto al grupo control (Pedraza et al., 2014). Esta hipercorticosteronemia inicial podría 

explicar la hipocorticosteronemia observada a largo plazo.  

 En humanos, el estrés crónico e impredecible se ha asociado con una reducción 

en la expresión genética del receptor LPA1, mientras que el tratamiento antidepresivo 

revierte ese efecto (Sibille et al., 2009). Además, en un estudio post-mortem con sujetos 

que padecieron depresión mayor, se encontró una reducción significativa de 3,4 veces de 

la expresión del gen de LPA1 (edg-2) en la corteza temporal con respecto al grupo control 

(Aston, Jiang y Sokolov, 2005). Por otra parte, el gen del receptor LPA1 ha sido utilizado 

como un biomarcador para estado de ánimo elevado (Le-Niculescu et al., 2009). En este 

sentido, este marcador se incluyó como uno de los 5 genes relacionados con alto estado 

de ánimo en un estudio longitudinal de pacientes de depresión sometidos a la terapia 

cognitivo conductual (Kéri, Szabó y Kelemen, 2014). La expresión de estos genes 

discriminó entre pacientes y controles con alta sensibilidad y la mejoría clínica fue 

asociada con una mayor ratio de marcadores de alto estado de ánimo frente a bajo estado 

de ánimo (Kéri, Szabó y Kelemen, 2014).  

 Todos estos datos preliminares apuntan a que el receptor LPA1 para el ácido 

lisofosfatídico podría jugar un papel importante en el desarrollo de la depresión, 

particularmente en relación con el estrés como precipitante. No obstante, la relación entre 

depresión, estrés y el receptor LPA1 resultan hasta la fecha desconocidas. Es por ello que 
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el objetivo principal de la Tesis Doctoral ha sido estudiar la relación entre estos tres 

factores.  

 Para ello, se ha estudiado la implicación del receptor LPA1 en la depresión 

utilizando para ello las tres diferentes aproximaciones en modelos animales descritas 

anteriormente. Cada Bloque Experimental representa, por tanto, una aproximación 

distinta al modelado animal de la depresión en relación a la vía LPA-LPA1. En el Bloque 

Experimental 1 se empleó la aproximación genética mediante un knockout constitutivo 

del receptor LPA1. De forma adicional, se evaluó la efectividad del tratamiento 

antidepresivo en este modelo. En el Bloque Experimental 2, mediante una aproximación 

farmacológica, se procedió a la administración aguda del fármaco antagonista del receptor 

LPA1 (Ki16425). En tercer y último lugar, en el Bloque Experimental 3 se aplicó un 

protocolo de estrés crónico por inmovilización (aproximación ambiental) en combinación 

con la administración crónica de un fármaco agonista del LPA1, la subespecie 18:1 de 

LPA.  
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    2.1. RESUMEN 

 

La depresión es un trastorno muy prevalente, cuya incidencia está en aumento y 

con consecuencias devastadoras en la salud de las personas. A pesar de ello, las bases 

neurobiológicas no son del todo conocidas. Esto podría explicar por qué los tratamientos 

actuales no resultan del todo eficaces, existiendo un alto porcentaje de pacientes que no 

responden adecuadamente a ellos y una alta tasa de recaída después de una mejoría inicial. 

Es por ello que identificar nuevos factores biológicos que pudieran ser responsables de la 

aparición de los trastornos del estado de ánimo resulta crucial para poder explorar nuevas 

estrategias terapéuticas y mejorar la eficacia de los tratamientos actuales. Una de estas 

variables podría ser el receptor LPA1 para el ácido lisofosfatídico. 

De hecho, en animales, recientemente se ha demostrado que está implicado en la 

regulación emocional, cuya ausencia induce alteraciones cognitivas en tareas 

dependientes de hipocampo, ansiedad y un afrontamiento inadecuado al estrés. La 

carencia de este receptor afecta a la integridad del circuito cortico-límbico responsable de 

la regulación emocional, implicado en la depresión y en la acción de los antidepresivos. 

Los animales que no expresan este receptor muestran a su vez una neuroplasticidad 

hipocampal reducida y una respuesta del eje HHA alterada, factores todos ellos que han 

sido consistentemente relacionados con la depresión.  

 Además, antidepresivos como la fluoxetina, la amitriptilina o la mianserina 

podrían tener como diana terapéutica el receptor LPA1. Evidencias en humanos también 

señalan a este receptor como un posible factor biológico implicado en la depresión. En 

este sentido, la expresión del gen edg-2 (que codifica el receptor LPA1) se reduce después 

de la exposición al principal factor ambiental en la etiología de la depresión, el estrés, o 

tras un episodio de depresión. 
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 Todos estos datos sugieren que el receptor LPA1 está relacionado con la etiología 

de la depresión, sin embargo, hasta la fecha no se ha estudiado en detalle su implicación 

en las alteraciones en los trastornos del estado de ánimo. 

 

    2.2. HIPÓTESIS 

 

Por ello nos planteamos las siguientes hipótesis: 

1.- Si el receptor LPA1 está implicado en la aparición de sintomatología depresiva, los 

animales maLPA1 que no expresan dicho receptor mostrarán un fenotipo depresivo y 

alteraciones neurobiológicas similares a las observadas en pacientes con depresión, que 

podrán ser reducidas o revertidas con un tratamiento antidepresivo. 

2.- El bloqueo farmacológico del receptor LPA1 reproducirá el fenotipo depresivo y las 

alteraciones neurobiológicas observadas en animales maLPA1-nulos. 

3.- Puesto que el estrés crónico constituye el principal factor ambiental en la etiología de 

la depresión y en base a los datos obtenidos con animales maLPA1-nulos, la estimulación 

del receptor LPA1 ejercería un efecto opuesto al inducido por el estrés, por lo que la 

administración del agonista del receptor LPA1 (LPA 18:1) paliará o revertirá los efectos 

nocivos del estrés en síntomas similares a la depresión y en las alteraciones 

neurobiológicas. 
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    2.3. OBJETIVOS 

 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es determinar qué papel juega el receptor 

LPA1 en la aparición de sintomatología depresiva y en la aparición de alteraciones 

neurobiológicas responsable de la sintomatología. 

Este objetivo se ha dividido en tres objetivos, uno para cada bloque experimental, 

utilizando en cada uno de ellos una aproximación metodológica distinta para modelizar 

depresión en animales (aproximación genética, inhibición farmacológica y aproximación 

ambiental). 

 

Cada objetivo se corresponde con un bloque experimental de la tesis doctoral. 

 

BLOQUE EXPERIMETAL 1: Estudiar si los animales que carecen del receptor LPA1 

constituyen un buen modelo animal de depresión. 

a) Evaluar los síntomas similares a la depresión en ratones carentes del receptor 

LPA1. 

b) Determinar los efectos de la ausencia del receptor LPA1 en la conectividad 

funcional de los circuitos responsables de la regulación emocional cuya 

disfunción se ha relacionado con la depresión. 

c) Comprobar si la administración de un fármaco antidepresivo es capaz de revertir 

o paliar las alteraciones conductuales y neurobiológicas observadas en ratones 

carentes del receptor LPA1. 
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BLOQUE EXPERIMETAL 2. Estudiar el efecto del bloqueo farmacológico del receptor 

LPA1 en síntomas y cambios neurobiológicos similares a los observados en depresión. 

a) Estudiar las consecuencias del bloqueo farmacológico del receptor LPA1 en la 

aparición de síntomas similares a la depresión. 

b) Determinar los efectos del bloqueo farmacológico del receptor LPA1 en la 

conectividad funcional de los circuitos responsables de la regulación emocional. 

c) Estudiar los efectos del antagonismo farmacológico del receptor LPA1 en la 

respuesta neuroendocrina. 

 

BLOQUE EXPERIMETAL 3. Estudiar el efecto de la administración crónica de LPA en 

los cambios emocionales y cerebrales inducidos por estrés crónico. 

a) Estudiar los efectos de la administración crónica de LPA sobre las alteraciones 

emocionales similares a la depresión inducidas por estrés crónico. 

b) Estudiar las consecuencias de la administración crónica de LPA sobre el 

 equilibrio excitación/inhibición en estructuras responsables de la regulación 

 emocional en animales sometidos a un protocolo de estrés crónico. 

c) Estudiar los efectos de la administración crónica de LPA sobre el sistema 

 neuroendocrino del estrés, en animales sometidos a un modelo de estrés crónico. 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. BLOQUE 

EXPERIMENTAL 1:      
Papel del receptor LPA1 en depresión. 

Aproximación genética. 
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    3.1. INTRODUCCIÓN  

 

 En los últimos años, gracias al modelo knockout, en concreto, gracias a la variante 

Málaga de los mutantes para el receptor LPA1, este receptor se ha asociado con un papel 

emocional (Pedraza et al., 2014). Así, los ratones carentes del receptor LPA1 presentan 

déficits en la extinción del miedo condicionado (Pedraza et al., 2014), conducta ansiosa 

(Santin et al., 2009) y alteraciones cognitivas dependientes de hipocampo (Castilla-

Ortega et al., 2012), una estructura clave en la regulación de la respuesta de estrés. De 

hecho, la ausencia del receptor LPA1 agrava los efectos nocivos del estrés sobre la 

neurogénesis hipocampal y ramificación dendrítica (Castilla-Ortega et al., 2011) y 

aumenta la reactividad amigdalina al estrés (Pedraza et al., 2014). Cambios disfuncionales 

en la red límbica se han relacionado previamente con la depresión y la terapia 

antidepresiva (Krishnan y Nestler, 2008). En un estudio con pacientes diagnosticados de 

depresión mayor, se encontró una reducción en la corteza temporal de la expresión del 

gen que codifica para el receptor LPA1 (edg-2) (Aston et al., 2005).  

 Por otro lado, la evidencia reciente ha asociado una mayor expresión de este receptor 

con un estado de ánimo elevado. De hecho, el gen del receptor LPA1 (lpar1 o edg2) se ha 

utilizado como biomarcador en sangre de alto estado de ánimo (Le-Niculescu et al., 

2009). En esta línea, un estudio longitudinal con pacientes depresivos sometidos a una 

terapia cognitivo-conductual consideró 5 genes como biomarcadores de bajo estado de 

ánimo y 5 genes relacionados con alto estado de ánimo, incluyendo el gen del receptor 

LPA1 (Kéri et al., 2014). La expresión de estos genes discriminó entre controles y 

pacientes con alta sensibilidad y la mejoría clínica se asociaba con una mayor ratio de 

marcadores de alto estado de ánimo comparado con bajo estado de ánimo (Kéri et al., 

2014). Todos estos datos parecen indicar que el receptor LPA1 puede estar relacionado 
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con la regulación del estado de ánimo, por lo que su reducción o ausencia podría inducir 

síntomas similares a la depresión. 

 Por todo ello, en este Bloque Experimental I se estudiará si el animal maLPA1-nulo 

puede ser un buen modelo de depresión. Para ello primero se estudiarán en pruebas que 

modelizan síntomas de depresión como la conducta hedónica, la desesperanza 

conductual, la fatigabilidad y falta de motivación y la conducta ansiosa y similar al 

pánico. Tal y como se ha indicado en la Introducción, en depresión se han observado 

cambios en la activación y en el patrón de conectividad. Por este motivo, mediante el uso 

del marcaje inmunohistoquímico c-Fos se estudió el patrón de actividad y conectividad 

funcional en estructuras relacionadas con la regulación emocional. La proteína c-Fos 

pertenece a la familia de factores de transcripción de genes de expresión temprana y su 

expresión rápida en neuronas cuando son estimuladas hacen de este marcaje un medio 

ideal para la identificación de la activación neuronal (Berghorn, Bonnett y Hoffman, 

1994; Sagar, Sharp y Curran, 1988). Este marcador ya ha sido previamente utilizado por 

nuestro grupo para el estudio de la activación de las poblaciones de nuevas neuronas en 

el giro dentado adulto (neurogénesis hipocampal), así como para correlacionar la 

activación hipocampal en giro dentado con la memoria episódica (Castilla-Ortega et al., 

2012). Por último, se determinará si la administración del antidepresivo reduce o revierte 

las alteraciones conductuales y el patrón de activación cerebral similares a las observadas 

en pacientes deprimidos.  
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    3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 3.2.1. Animales 

 

Para este estudio se hizo uso de la variante Málaga de los ratones nulos para el 

receptor LPA1, denominada como “maLPA1-nulos” (Estivill-Torrús et al., 2008), 

derivada de la colonia original de Contos et al., (2000). Se utilizaron ratones de tres meses 

para todos los procedimientos experimentales. En este experimento se emplearon 71 

ratones macho de genotipo normal (tipo silvestre, wild-type, fondo 129X1/SvJ x 

C57BL/6J) y 71 mutantes maLPA1-nulos homocigotos para la deleción (nulos, knockout), 

con tres meses de edad al inicio del experimento. Los animales se estabularon en 

condiciones estándar con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (encendido de las luces a las 

8:00). Los ratones se estabularon individualmente y se manipularon durante 5 min al día 

en la habitación experimental, para adaptarse a las condiciones de la tarea. Los 

procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a las leyes europeas sobre 

experimentación animal (European Communities Council Directive 86/609/EEC, 

98/81/CEE, 2003/65/CE y Commission Recommendation 2007/526/EC) y a la normativa 

nacional para animales de experimentación y transgénicos (R Real Decreto 53/2013, Ley 

32/2007, and Ley 9/2003, Real Decreto 178/2004, Decreto 320/2010) con la aprobación 

del Comité de Ética de la Universidad de Málaga (CEUMA: 2012-0006-A; 2012-0007-

A) y de la Junta de Andalucía (08-7- 15-273). La evaluación comportamental se realizó 

entre las 9:00 y las 15:00 en una habitación con 100 lux de intensidad lumínica controlada 

por un luxómetro digital (Testo 540, Lenzkirch, Alemania).  

.  
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 3.2.2. Pruebas de conducta 

 

 Para analizar el efecto de la depleción genética del receptor LPA1 en los modelos 

animales de depresión se seleccionaron una serie de pruebas experimentales de 

comportamiento destinadas a evaluar conductas relacionadas con la búsqueda de 

reforzadores primarios (i.e. sabor dulce u olor de hembra en estro), el afrontamiento de 

situaciones aversivas inescapables (i.e. test de natación forzada y test de suspensión de la 

cola) y la motivación y energía (test de construcción de nido).  

 Un reforzador primario es un estímulo que de forma incondicionada resulta 

apetitivo para el animal. Por consiguiente, la ausencia de preferencia por este tipo de 

estímulos podría ser indicativo de anhedonia o incapacidad para experimentar placer, un 

síntoma principal de la depresión modelizable en roedores. De esta forma, las dos pruebas 

de conducta hedónica empleadas en este estudio utilizan un estímulo apetitivo que 

constituye un reforzador primario frente a un estímulo neutro (i.e. sabor dulce Vs agua; 

olor de hembra en estro Vs agua). La ausencia de preferencia por el estímulo reforzante 

es indicativa de anhedonia (Heshmati y Russo, 2015). Asimismo, alteraciones en el 

afrontamiento de situaciones estresantes, tales como la desesperanza conductual en el test 

de natación forzada o el test de suspensión de la cola, pueden ser indicativos de 

vulnerabilidad a estados depresivos (Cryan y Holmes, 2005). De igual modo, déficits en 

conductas normales de autocuidado como acicalamiento o construcción de nido podrían 

ser representativos de baja motivación y fatigabilidad. Debido al perfil ansioso de los 

animales maLPA1-nulos mostrado en estudios anteriores (Santin et al., 2009), y en base a 

los resultados de estudios preliminares en los test de desesperanza conductual, se analizó 

la ansiedad y conducta parecida al pánico mediante el laberinto en T elevado (Figura 7).  
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 Dentro de los criterios de validez de un modelo animal para depresión, la posible 

reversión de las manifestaciones conductuales que se asemejan a depresión resulta un 

criterio importante (validez predictiva). Por ese motivo se estudió el efecto de la 

administración de un antidepresivo, desipramina, sobre los tres síntomas principales 

estudiados en el animal maLPA1-nulo: la anhedonia, la desesperanza conductual y la 

fatigabilidad (Ver apartado 3.2.4).  

Figura 7. Resumen de las pruebas de conducta utilizadas, análisis de activación cerebral y 

validación con tratamiento antidepresivo. 

 

A continuación, se describe de forma detallada las pruebas conductuales utilizadas para 

evaluar anhedonia, desesperanza conductual, falta de motivación y fatigabilidad y 

ansiedad: 

 

 3.2.2.1. Test de preferencia por la sacarina 

 

 Los animales se individualizaron en jaulas separadas para evaluar el consumo de 

líquido de cada sujeto. Tras una semana de habituación en presencia de los dos bebederos, 

a los ratones tuvieron libre acceso un bebedero con agua y un bebedero con sacarina 
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disuelta en agua (Sacarina sódica dihidrato, 817042, Merck). Para evaluar la dosis de 

sacarina efectiva se utilizaron concentraciones crecientes (0,0125%, 0,025%, 0,05%, 

0,1% y 0,2%). Cada día se pesaban los bebederos, se colocaban en la jaula (Figura 8) y 

se dejaban 24 horas hasta que se volvían a pesar entre las 9:00 y 10:00 del día siguiente. 

La preferencia por la sacarina fue analizada con la siguiente fórmula: 

Preferencia (%) =
(Ingesta de sacarina)

(Ingesta de sacarina + Ingesta de agua)
 × 100 

 Donde la ingesta de sacarina es la diferencia de peso en gramos del bebedero de 

sacarina disuelta en agua entre la medida inicial y la medida a las 24 horas después, y la 

ingesta de agua es la diferencia de peso del bebedero de agua. Se consideró la puntuación 

inferior al umbral de 65% como criterio de anhedonia (Strekalova et al., 2004). Asimismo, 

contamos con dos jaulas control (sin ratón) para evaluar la posible pérdida diaria de 

líquido y se aleatorizó la colocación de los bebederos (izquierda o derecha) entre días 

para evitar el efecto de preferencia de lugar. 

 

Figura 8. Test de preferencia por la sacarina. El ratón tiene la posibilidad de beber de dos 

bebederos asignados aleatoriamente a izquierda o derecha, uno con agua (neutro) y otro con 

sacarina disuelta en agua (apetitivo).  
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 3.2.2.2. Test de olfateo de orina de hembra en estro 

 

 El test de olfateo de orina de hembra en estro (Female Urine Sniffing Test, por sus 

siglas en inglés FUST) fue realizado conforme a Malkesman et al., (2010). Esta prueba 

mide la conducta de búsqueda de refuerzo basado en el interés en el olor feromonal del 

sexo opuesto. En concreto, se evalúa la duración de tiempo que emplean los ratones 

(macho) olfateando una muestra de orina extraída de una hembra en la fase estral del ciclo 

en comparación con el tiempo que dedican a olfatear agua destilada. Así, el test tiene tres 

fases (Figura 9):  

1) Exposición (3 minutos) a un algodón humedecido con agua destilada  

2) Intervalo entre ensayo (45 minutos) en la jaula sin ningún estímulo 

3) Exposición (3 minutos) a un algodón humedecido con orina recolectada de una 

hembra en estro de su mismo genotipo.  

   

 

Figura 9. Test de olfateo de orina de hembra en estro. Descripción de las tres fases de esta 

prueba y su duración.  

 

 La duración del olfateo o sniffing se midió durante la fase 1 (agua destilada) y 3 

(orina de hembra en estro). 
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 Los animales manipulados genéticamente a menudo presentan deficiencias 

sensoriales y un déficit olfatorio podría tener un efecto negativo en la ejecución en la tarea 

FUST. Sin embargo, evaluaciones previas revelaron que los ratones maLPA1-nulos no 

mostraron problemas de discriminación olfatoria en un modelo de memoria olfatoria a 

corto plazo (Dávila, Pedraza, López-Ávalos y Fernández-Llebrez, 2005). 

 

 3.2.2.3. Test de construcción del nido 

 

 Para evaluar la fatigabilidad o falta de motivación se utilizó el test de construcción 

del nido. Los animales fueron separados en jaulas individuales. A la semana siguiente, se 

les colocó en el suelo un “Nestlet”, cuadrado de 5 cm de algodón en rama presionado de 

aproximadamente 2,4 gramos (Ancare, Estados Unidos). En un primer experimento, la 

construcción del nido se evaluó en intervalos de 24 horas durante tres días consecutivos. 

El segundo experimento fue llevado a cabo a la siguiente semana. El Nestlet se colocó a 

las 10:00 y el nido fue evaluado en intervalos de 1 hora (11:00) y 4 horas (14:00) para 

analizar la evolución temporal de la construcción del nido. La calificación aplicada fue 

basada en la escala estandarizada de Deacon (Deacon 2006; 2012) de 1 a 5 (Figura 10):  

 1 = El Nestlet se presenta en su mayoría intacto (>90%) 

 2 = El Nestlet se encuentra parcialmente despedazado (50-90% intacto) 

 3 = La mayoría del Nestlet está despedazada (50-90% despedazado) pero sin 

 formar un nido identificable 

 4 = La mayoría del Nestlet se encuentra despedazada (> 90%) pero es plano 

 5 = la circunferencia del nido se encuentra en forma de cráter en los cuatro 

 cuadrantes (0,25 por cada uno de los cuadrantes). 
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Figura 10. El sistema de calificación de la prueba de construcción de nido. Fotos del 

experimento con su correspondiente puntuación en la escala estandarizada de Deacon (Deacon 

2006; 2012). 

 

 3.2.2.4. Test de natación forzada  

 

Para evaluar la desesperanza conductual y la reactividad emocional ante estímulos 

aversivos inescapables se utilizó una versión modificada del Test de Natación Forzada 

(del inglés Forced Swim Test, FST) descrita por Cryan et al., (2002). Los animales fueron 

colocados en un cilindro de plexiglás (26 x 10 cm) relleno con agua a 23± 1°C hasta una 

profundidad de 15 centímetros durante 6 minutos en los que la conducta se grabó con una 

cámara situada delante del cilindro. La prueba de conducta se realizó en dos cilindros a 

la vez y con un separador para evitar el contacto visual. En los vídeos grabados se recogió 

de forma observacional la duración de tres parámetros conductuales: inmovilidad, 

entendida como periodo en el cual el animal permanece inmóvil o realizando el mínimo 

de movimiento para permanecer a flote; nado, conceptualizado como desplazamiento 

horizontal en la superficie del agua en círculos; y escalada o climbing, movimientos 

vigorosos en posición vertical habitualmente contra las paredes del cilindro (Figura 11). 

Dos evaluadores independientes analizaron de forma etológica minuto a minuto la 

inmovilidad, la latencia de inmovilización, el tiempo dedicado a nadar y la conducta de 
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escalada que presentan cada uno de los animales. Este protocolo, así como los parámetros 

seleccionados han sido empleados en diversos estudios en el ámbito de la 

psicofarmacología de la depresión (Petit-Demouliere, Chenu y Bourin, 2005). 

 

 

Figura 11. Test de natación forzada. Representación de los tres parámetros de conducta 

analizados: inmovilidad, nado y escalada. 

 

 3.2.2.5. Test de suspensión de la cola 

 

 Al igual que el test de natación forzada, los ratones se exponen ante un estímulo 

estresante inescapable de corta duración, en este caso, estar suspendidos por su cola con 

un adhesivo colocado en un gancho (Figura 12). Durante 6 minutos se evaluaron en ambos 

genotipos los parámetros de tiempo de inmovilidad, energía y potencia de movimiento 

mediante el seguimiento computarizado del aparato (Panlab Harvard apparatus, España). 

Para colocar al animal en el aparato, previamente se adhirió a la cola un clip con una 

fracción libre que se usó para introducir el gancho metálico del aparato (Panlab Harvard 

apparatus, España). Este gancho posee un sensor que permite al ordenador acoplado dar 
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la salida de tiempo de inmovilidad durante los 6 minutos, energía total y potencia de 

movimiento (PM). El aparato detecta de forma automática cuando el animal toma una 

postura inmóvil (parámetro inmovilidad expresado en segundos; Figura 12), mientras que 

cualquier movimiento es categorizado como energía y PM (ambos expresados en 

unidades arbitrarias del programa). La potencia de movimiento es una función de la 

energía empleada por la duración de esa conducta. Asimismo, llevamos a cabo un estudio 

adicional para comprobar el efecto del antidepresivo desipramina.  

 

Figura 12. Test de suspensión de la cola. El adhesivo junto con el clip se colocó en la fracción 

distal de la cola y se introdujo en el gancho del aparato para detectar los parámetros de 

inmovilidad, energía y poder de movimiento (P.M.). 

 

 3.2.2.6. Laberinto en T elevado  

 

 El laberinto en T elevado es un modelo animal derivado del laberinto elevado en 

cruz (de Paula, Torricelli, Lopreato, Nascimento y Viana, 2012; Teixeira, Zangrossi y 

Graeff, 2000) y fue utilizado para evaluar la evitación pasiva y la latencia de escape. El 

laberinto elevado sobre el suelo 57 cm consta de un brazo cerrado de 30 cm de largo y 12 

cm de ancho, con paredes de 40 cm de alto y perpendicular a los dos brazos abiertos 
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(Figura 13). Para evaluar la evitación inhibitoria, los animales se colocaron en la posición 

distal del brazo cerrado, con orientación hacia la intersección. La latencia de salida del 

brazo con las cuatro patas fue registrada en tres ensayos consecutivos de 5 minutos 

(Figura 13). Para evaluar escape como medida de miedo incondicionado (Carvalho-Netto 

y Nunes-de-Souza, 2004; Gomes et al., 2009), se midió la latencia de escape de uno de 

los brazos abiertos en tres ensayos consecutivos de 5 minutos. Además, se utilizó el 

Ethovision XT 9 (Noldus, Wageningen, Países Bajos) para analizar la locomoción (cm 

recorridos) y la velocidad (cm/s). De forma adicional, se registraron las conductas de 

valoración de riesgo, acicalamiento, freezing, y posicionamiento vertical en el brazo 

cerrado. 

 

Figura 13. Laberinto en “T” elevado. En ambas imágenes extraídas de los vídeos analizados se 

pueden observar dos brazos abiertos y uno cerrado.  
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 3.2.3. Estudio inmunohistoquímico. Conectividad funcional. 

 

 3.2.3.1. Perfusión intracardiaca 

 

 Como paso previo al marcaje inmunohistoquímico, y 90 minutos después de las 

evaluaciones conductuales, los cerebros se fijaron por perfusión intravascular seguida de 

48 h de postfijación. Para ello, los animales recibieron una dosis de pentobarbital sódico 

vía intraperitoneal (200 mg/kg; Dolethal, Vétoquinol, Especialidades Veterinarias, S.A., 

Madrid, España), suficiente para que el ratón no demostrara reflejos ante la estimulación 

dolorosa. El animal se situó en posición de cúbito supino y se practicó una incisión en el 

torso, cortando el diafragma y exponiendo el corazón. Posteriormente, se insertó una 

cánula en el ventrículo izquierdo conectada a una bomba de perfusión (modelo D-25V, 

DINTER SA–DINKO Instruments, Barcelona) y se seccionó la aurícula derecha para 

permitir el vaciado sanguíneo del animal. En primer lugar, se administró una solución de 

lavado, tampón fosfato salino a 0,1 M y pH 7,4 (PBS) durante aproximadamente 5 

minutos, seguida de solución fijadora de paraformaldehído al 4% durante, 

aproximadamente, 10 minutos. Las soluciones alcanzaron el cerebro a través del sistema 

circulatorio. Tras la perfusión, el animal se decapitó y se procedió a la extracción del 

cerebro. Los cerebros se sometieron a 48 horas de postfijación en paraformaldehído a 4 

ºC en la nevera. Con el fin de crioproteger los cerebros y evitar la formación de cristales 

de hielo formados durante la congelación, se prosiguió con un lavado de 1 hora con PBS, 

inclusión en PBS al 15% de sacarosa a durante 24 horas y por último se sumerge en 

sacarosa al 30% en sacarosa donde, una vez saturado, deja de flotar en la superficie y se 

sitúa en el fondo de la solución crioprotectora. 
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 3.2.3.2. Cortes en microtomo de congelación 

 

 El seccionado histológico de los cerebros se llevó a cabo con el microtomo de 

congelación (Microm KS 34 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, 

Estados Unidos; Figura 14). Primero, se realizaron dos cortes coronales en el cerebro: 

uno rostral eliminando los bulbos olfatorios, y otro caudal en el cerebelo para formar una 

base plana, homogénea y paralela a la cuchilla. Seguidamente, el cerebro se sumergió en 

un vaso de precipitado sobre hielo seco relleno de isopentano a una temperatura de -40ºC 

donde se congela de forma instantánea. Posteriormente, se procedió a colocar el cerebro 

en la placa fría del microtomo a -20 ºC en una solución viscosa crioprotectora (Tissue-

Tek® O.C.T.TM Compound; Sakura Finetek Japan Co., Japón) y se obtuvieron los cortes 

coronales a 30 μm de grosor y distribuidos en cuatro series equivalentes (1/4, espaciadas 

en 180 μm) que fueron sumergidas en placas de 24 pocillos con PBS 0,1 M, pH 7,4.  

 

Figura 14. Cortes al microtomo de congelación.  
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3.2.3.3. Inmunohistoquímica c-Fos 

 

 Complementariamente a las medidas conductuales, se midió la inmunoreactividad 

c-Fos, proteína de expresión temprana, para determinar tanto el grado de activación como 

el patrón de conectividad funcionales en diferentes estructuras cerebrales en situaciones 

basales y tras las conductas examinadas.  

 El protocolo de inmunohistoquímica c-Fos seguido en esta Tesis Doctoral ha sido 

el siguiente: 

Primer día: 

 - Lavar en PBS 0,1M pH 7,4 

 - Inactivación de la peroxidasa endógena – 45 minutos en oscuridad 

   • 10% Metanol + 10% H2O2 en PBS 0,1M pH 7,4 

 - 3 Lavados x 10 min en PBS 0,1M pH 7,4 

 - Preincubación en PST – 1 hora  

   • Triton X-100® (Panreac) al 0,5% y suero de burro al 2,5% en  

   PBS 0,1 M, pH 7,4 

 - Incubación en anticuerpo primario en agitación overnight 

   • C-Fos sc-52 Santa Cruz Biotechnology 1:1000 en PST  

Segundo día: 

 - Recuperación de anticuerpo primario c-Fos 

 - 3 Lavados x 10 min en PBS 0,1M pH 7,4 

 - Incubación en anticuerpo secundario – 2 horas 

   • Antirabbit biotinilado 1:800 en PST 

 - 3 Lavados x 10 min en PBS 0,1M pH 7,4 

 - Incubación en Extravidina – 1 hora en oscuridad 

   • 1:1000 en PBS 

 - 3 Lavados x 10 min en PBS 0,1M pH 7,4 

 - Revelado con DAB al 0,05% y peróxido de hidrógeno al 0,03%- 7 min en 

  oscuridad 

 - 3 Lavados x 5 min en PBS 0,1M pH 7,4 
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 - Montar en portaobjetos 

 -  Cadena de alcoholes y colocar cubreportas con Eukitt 

 

3.2.3.4. Cuantificación c-Fos 

 

 La cuantificación se realizó en dieciséis áreas cerebrales implicadas en la regulación 

emocional a lo largo del eje anteroposterior:  

1. PL, corteza prelímbica 

2. IL, corteza infralímbica 

3. DG, giro dentado del hipocampo 

4. CA1, cuerno de Amón 1 

5. CA3, cuerno de Amón 3 

6. BLA, amígdala basolateral 

7. CE, amígdala central 

8. AcbC, núcleo accumbens central 

9. AcbSh, corteza del núcleo accumbens 

10. mHb, habénula medial 

11. LHb, habénula lateral 

12. VTA, área tegmental ventral 

13. PVN, núcleo paraventricular del hipotálamo 

14. dPAG, sustancia gris periacueductal dorsal 

15. DRN, núcleo del rafe dorsal 

16. vPAG, sustancia gris periacueductal ventral 

  

 Las coordenadas de Bregma utilizadas para cada región se basaron en el atlas de 

cerebro de ratón de Paxinos y Franklin (2001) y en la bibliografía previa (por orden en el 

eje anteroposterior): 

- Corteza prefrontal medial (PL, IL): de +1,98 a +1,54. 

- Accumbens (AcbC, AcbSh): de +1,7 a +1,20. 

- PVN: de -0,70 a -0,94 (Stone y Lin, 2008) 
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- Amígdala (BLA, Ce): de -1,06 a -1,70. 

- Hipocampo (DG, CA1, CA3): de -1,22 a -3,4. (Wang et al., 2013) 

- PAG (dorsal y ventral): de -4,16 a -4,90 (Turek y Ryabinin, 2005) 

- VTA: de -2,92 a -3,88. 

- Habénula (mHb, LHb): de -0,94 a -2,18 (Stamatakis y Stuber, 2012) 

- DRN: de -4,36 a -4,90 (Trinh, Nehrenberg, Jacobsen, Caron y Wetsel, 2003) 

 La cuantificación se llevó a cabo utilizando la lente de 40x del microscopio 

Olympus BX 51 equipado con una cámara JVC (TK-C1480E) y con el sistema 

computarizado CAST-Grid (Olympus, Glostrup, Dinamarca). El número de células por 

unidad de volumen fue calculado para cada animal como el número de núcleos 

inmunoreactivos para c-Fos por milímetro cúbico (mm3) siguiendo la siguiente fórmula:  

Nv =
∑Q − d

∑Vdis
  

 Donde Nv representa densidad numérica, ∑Q−d  es el número total de nucleos c-

Fos positivos y ∑Vdis es el número total de disectores aplicados multiplicado por Vdis. 

Vdis = Sd × Hd, donde Sd = área del disector y Hd = profundidad del disector. Se analizó 

el 50% del volumen total de cada región. Dada la poca profundidad y volumen de algunas 

regiones como DRN, PVN, habénula y PAG, se cuantificó el volumen total de cada corte 

(100%).  

 

 3.2.3.5. Análisis de conectividad funcional de la actividad cerebral 

 

 Para determinar la actividad funcional inducida por cada conducta, los datos 

respectivos a los grupos sometidos a FUST o TST se normalizaron respecto a la expresión 

c-Fos basal en ambos genotipos acorde con la siguiente fórmula (Ritov, Boltyansky y 

Richter-Levin, 2015): 
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Dato normalizado =
(cFos individual − media cFos basal)

Desviación típica promedio
 

 Igualmente, se realizaron análisis de correlación entre los parámetros de conducta 

y las distintas estructuras cuantificadas para evaluar las diferencias entre genotipos en la 

conectividad funcional tanto basal como relacionada con conducta de tipo hedónica 

(FUST) o la conducta de afrontamiento ante un estresor agudo (TST; Figura 15).  

 La activación basal c-Fos en cada genotipo fue evaluada en ratones controles sin 

ningún tratamiento previo que permanecieron en sus jaulas en condiciones estándar hasta 

ser perfundidos y procesados histológicamente de la misma manera que los grupos 

experimentales. De forma adicional, se probaron los efectos del tratamiento antidepresivo 

con desipramina en el patrón de activación cerebral relacionado con TST.  

 Asimismo, con objeto del mapeo funcional del cerebro, todas las posibles 

correlaciones entre la señal c-Fos de las 16 áreas cerebrales fueron representadas en 

matrices de correlaciones codificadas por color según su coeficiente de Pearson mediante 

el software Matlab 2015b (Mathworks, Natick, MA; Figura 15). Por último, las redes 

funcionales (en reposo y tras conducta) más significativas (r≥0,8; p<0,005) fueron 

representadas en diagramas en cada grupo de animales. 
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Figura 15. Esquema general del análisis de conectividad funcional tras las conductas 

evaluadas. La activación cerebral inducida por las pruebas de conducta aversiva (TST) y apetitiva 

(FUST) fue cuantificada en diversas áreas cerebrales por medio de inmunohistoquímicas c-Fos. 

Los datos de cuantificación se utilizaron para deducir la conectividad funcional en cada grupo.  

  

 3.2.4. Administración del antidepresivo desipramina 

 

 Para evaluar el efecto del tratamiento antidepresivo en la conducta de 

desesperanza conductual se inyectó intraperitonealmente vehículo o desipramina (10 

mg/kg) treinta minutos antes del inicio del TST. En un piloto se consideraron otros 

antidepresivos como la fluoxetina, pero finalmente se observó que los antidepresivos con 

un perfil noradrenérgico como la desipramina resultaban más efectivos en esta cepa mixta 

(Cryan, Mombereau y Vassout, 2005; Jacobson y Cryan, 2007) probablemente al 

presentar un patrón más hiperreactivo en los tests de desesperanza conductual (climbing 

en FST y energía y poder de movimiento en TST) (Cryan, Mombereau, et al., 2005).  

 Puesto que la mejoría sintomática en humanos frecuentemente se da una o dos 

semanas tras el comienzo del tratamiento antidepresivo y con objeto de demostrar la 

validez predictiva del modelo, se inyectó a ambos genotipos de forma crónica vehículo o 

desipramina (14 administraciones, 2 por día durante 7 días). Después, evaluamos los 
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distintos parámetros de conducta en el test de natación forzada y la preferencia por la 

sacarina, para evaluar el efecto de la administración crónica del antidepresivo. 

 Además, para evaluar el efecto de un antidepresivo en las conductas de 

fatigabilidad y falta de motivación se determinó el efecto de la administración de 

desipramina en el test de construcción del nido. Así, se evaluó la conducta de nido 24 

horas tras la administración intraperitoneal de desipramina o vehículo. 

 Por otra parte, se realizó un análisis cuantitativo de los efectos de la desipramina 

en la activación cerebral c-Fos inducida por TST en estructuras relevantes para el 

afrontamiento del estrés: corteza prefrontal medial (PL y IL), hipocampo (DG, CA1 y 

CA3), amígdala (CE y BLA), núcleo accumbens (AcbC y AcbSh), el núcleo 

paraventricular del hipotálamo (PVN) y el área gris periacueductal dorsal y ventral 

(dPAG y vPAG). Finalmente, se obtuvieron las matrices de correlaciones para observar 

el efecto del antidepresivo sobre el patrón de conectividad en función del genotipo. 

 

 3.2.5. Análisis estadístico  

 

 Los análisis estadísticos se realizaron con el software STATISTICA 7.1 (Stat 

Soft). La representación gráfica de la media y error estándar de la media (SEM, del inglés 

Standard Error of the Mean) fue realizada con el programa GraphPad PRISM 7.0a. Se 

consideraron significativos valores con una probabilidad igual o menor a 0,05, a 

excepción de la correlación de Pearson entre la activación de las regiones cuantificadas 

que se consideró como menor de 0,005 como medida fija de corrección por múltiples 

comparaciones. Este criterio de significatividad, junto con la restricción en la correlación 

de Pearson r>0,8, son valores asumidos como “correlaciones fuertes” en estudios 

similares de conectividad interregional c-Fos (Flagel et al., 2011; Wheeler et al., 2013).  
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 Para el test de preferencia por la sacarina en las diferentes concentraciones y el 

patrón temporal de las conductas exhibidas minuto a minuto por los animales en FST se 

utilizó un ANOVA de medidas repetidas. Para el test de olfateo de la orina de hembra en 

estro y para testar los efectos de la desipramina se utilizó un ANOVA factorial de dos 

vías (genotipo X odorante; genotipo X tratamiento) con post hoc de diferencia 

mínimamente significativa de Fisher (LSD, del inglés Least Significant Difference) con 

objeto de examinar diferencias entre grupos. Para analizar las diferencias entre genotipos 

en las conductas restantes y en la activación c-Fos de cada una de las estructuras 

estudiadas se realizó el test de la t de Student para comparaciones de media, considerando 

los grados de significación de p<0,05; p<0,01 y p<0,001.  

 

    3.3. RESULTADOS 

 

 3.3.1. Pruebas conductuales  

 

 3.3.1.1. Test de preferencia por la sacarina 

 

 El ANOVA de medidas repetidas mostró efecto del genotipo (F(1,19)=4,86; p<0,05), 

siendo la preferencia por la sacarina mayor en los animales wild-type (WT) que en los 

ratones maLPA1-nulos (Figura 16). Todos los animales maLPA1-nulos mostraron una 

preferencia por la sacarina por debajo del umbral de anhedonia (65%). Sin embargo, no 

observamos efecto de la concentración de la sacarina sobre el índice de preferencia 

(F(3,57)=0,53; p>0,05).  
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Figura 16. Efecto del genotipo en la preferencia por la sacarina. Los ratones carentes del 

receptor LPA1, a diferencia de los ratones WT, no mostraron preferencia por la sacarina disuelta 

en las diferentes dosis. N=7 por genotipo. 

 

 3.3.1.2. Test de olfateo de la orina de hembra en estro 

 

 Respecto a la preferencia por la orina de hembra en estro, se observó una interacción 

estadísticamente significativa entre genotipo y odorante (F(1,12)=4,96; p<0,05). El análisis 

post hoc reveló que ambos grupos olfatearon durante más tiempo el hisopo de algodón 

con olor de orina de hembra frente al algodón con agua destilada (LSD: p<0,0001). No 

obstante, los ratones nulos permanecían significativamente menos tiempo olfateando el 

estímulo reforzante que el grupo control (LSD: p<0,05; Figura 17).  
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Figura 17. Reducción en el tiempo de olfateo en los ratones nulos. El grupo maLPA1-nulo 

mostró diferencias estadísticamente significativas con respecto al porcentaje de tiempo empleado 

en olfatear el algodón con orina de hembra en estro. N=6 por genotipo. * p<0,05 tiempo 

comparado con WT. # p<0,05 tiempo olfateando orina comparado con tiempo olfateando agua.  

 

 3.3.1.3.- Test de construcción del nido 

 

 En el intervalo de 24 horas, los animales WT construyeron nidos con forma de cráter 

que alcanzaron la máxima puntuación en la escala de Deacon, mientras que los ratones 

maLPA1-nulos no llegaban a realizar la cúpula o a rasgar la mayor parte del Nestlet (Día 

1: t18= -2,65; p<0,05; Day 2: t18= -2,07; p=0,05; Day 3: t18= -2,59; p<0,05; Figura 18). El 

déficit en la construcción de nido fue más evidente cuando se observó 1 hora y 4 horas 

después de la colocación del Nestlet en la jaula (efecto del genotipo: F(1,18)=19,16; 

p<0,001; efecto del tiempo: F(1,18)=5,04; p<0,05). En este sentido, los animales control 

mostraron un nido funcional y desmenuzado en su mayoría a la hora mientras que los 

animales nulos se encontraban a menudo dormidos encima del Nestlet 

independientemente de que en la mayoría de los casos era de deficitaria ejecución y con 

una menor puntuación en la escala de Deacon, sugiriendo que efectivamente lo 

identificaban y usaban como nido.  
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Figura 18. La ausencia del receptor LPA1 se asocia con una peor construcción del nido. El 

grupo maLPA1-nulo tardaba más en construir el nido (a) y presentaba una puntuación 

significativamente menor que el grupo WT (b). N=10 por genotipo. * p<0,05 ** p<0,01 diferencia 

con respecto al WT. # p<0,05 diferencia entre momentos temporales (1 h). 

 

 3.3.1.4.- Test de natación forzada 

 

 Tradicionalmente, la inmovilidad en la prueba de natación forzada ha sido 

relacionada con un síntoma de depresión en roedores, en el sentido en que los 

antidepresivos revierten o reducen el periodo de inmovilidad en modelos animales de 

depresión (Cryan et al., 2005). Sorprendentemente, la prueba t-Student reveló una 

reducción significativa de la inmovilidad del ratón nulo en comparación con el grupo WT 

(t10=-3,24; p<0,05). Esta disminución del tiempo de inmovilidad estuvo asociada con un 

incremento del tiempo de lucha o escalada (t10=3,12; p<0,05). De forma interesante, la 

latencia de primera inmovilidad fue menor en los maLPA1-nulos, indicando posiblemente 

una reducción de la motivación intrínseca de escapar de la situación en ese primer 

momento (Mosienko et al., 2012). 

 Analizando el patrón temporal de las conductas exhibidas por los animales en el test, 

se observaron diferencias estadísticamente significativas entre genotipos en inmovilidad 

(F(5,60)=5,34; p<0,001), nado (F(5,60)=2,63; p<0,05) y escalada (F(5,60)=6,91; p<0,001). Así, 
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mientras los ratones WT iniciaban la prueba realizando más escalada, finalmente las 

conductas activas se reducían y aumentaba la conducta de inmovilidad, los ratones nulos 

mostraron el patrón contrario (Figura 19). 

 

Figura 19. Afrontamiento en el test de natación forzada en ausencia del receptor LPA1. (a) 

Los ratones nulos mostraron menos tiempo de inmovilidad y más tiempo de escalada que el grupo 

control. (b) El grupo maLPA1-nulo tardó menos tiempo en ejercer su primer periodo de 

inmovilidad. (c-d) Los patrones conductuales de inmovilidad (c) y escalada (d) fueron opuestos 

entre genotipos. N=7 por genotipo. * p<0,05 diferencia con respecto al grupo WT; # p<0,05 o & 

p<0,05 diferencia entre minutos en ratones WT o maLPA1-nulos, respectivamente. 
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 3.3.1.5.- Test de suspensión de la cola 

 

 Los resultados obtenidos en el test de natación forzada fueron corroborados por el 

test de suspensión de la cola, otra prueba de desesperanza conductual. Así, los animales 

nulos mostraron un tiempo reducido de inmovilidad (t14=-2,29; p<0,05) frente a unos 

valores de energía (t14=4,33; p<0,001) y potencia de movimiento (t14=4,63; p<0,001) muy 

elevados con respecto al grupo WT (Figura 20).  

 

Figura 20. Agitación en el test de suspensión de la cola en los ratones nulos. N=7 por genotipo. 

* p<0,05; *** p<0,005 diferencia con respecto al control.  

 

 3.3.1.6.- Laberinto en T elevado 

 

Dado que los brazos abiertos resultan aversivos, los animales aprenden la 

evitación inhibitoria cuando se les coloca de forma repetitiva en el brazo cerrado con 

posibilidad de explorar el laberinto (Zangrossi y Graeff, 1997). Sin embargo, los ratones 

nulos mostraron una alta latencia de salida del brazo cerrado en el primer ensayo superior 

al WT que se mantuvo a lo largo de los tres ensayos (F(2, 30)= 3,79; p<0,05; Figura 21). 

Con respecto a la conducta de escape, contrario a los ensayos de evitación 

inhibitoria, la latencia para salir de los brazos abiertos no suele cambiar entre ensayos 

(Zangrossi y Graeff, 1997). No obstante, los ratones nulos mostraron un progresivo 
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aumento de la latencia de escape a lo largo del test (F(2, 30)= 4,69; LSD: p<0,05 Ensayo 3 

versus 2 y Ensayo 2 versus 1). El análisis etológico mostró que el aumento en la latencia 

de escape del brazo abierto estaba acompañada de un incremento en la conducta de 

freezing (t12= 3,03; p<0,01) que puede ser considerada como medida de miedo (Steimer, 

2002). No se observaron diferencias entre genotipos en los parámetros de distancia y 

velocidad (Figura 21d y 21e) analizados automáticamente por el software Ethovision.  

 

Figura 21. Conducta ansiosa del grupo maLPA1-nulo en el test en T elevado. Los ratones 

maLPA1-nulos mostraron mayor tiempo de latencia en la evitación inhibitoria (a) y en el tercer 
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ensayo de escape (b), relacionándose con un mayor porcentaje de freezing (c) en este grupo. No 

se observaron diferencias entre genotipos en distancia recorrida (d) y velocidad (e). N=9 por 

genotipo. * p<0,05; ** p<0,01 diferencia con respecto al grupo WT. 

 

 3.3.2. Activación cerebral y conectividad funcional. 

 

 La tarea de olfateo de orina de hembra en estro se asoció con aumento de activación 

en hipocampo, accumbens, PVN y DRN en los ratones nulos. Respecto al test de 

suspensión de la cola, la activación más evidente ocurrió en la corteza prefrontal medial, 

BLA, DRN y PVN. La estimación de la densidad numérica de células positivas para c-

Fos (c-Fos+/mm3) en FUST reveló que la activación en AcbC (t11= -2,85; p<0,05), AcbSh 

(t11= -2,94; p<0,05), LHb (t11= -2,82; p<0,05) y DRN (t10= -2,50; p<0,05) fue mayor en 

nulos que en WT. Respecto a TST, el grupo maLPA1-nulo tenía niveles 

significativamente más altos de activación en IL (t6= -2,76; p<0,05; Figura 22), CE (t6= -

3,77; p<0,01) y PVN (t6= -3,66; p<0,01; fotos representativas de esta región en la Figura 

23). 
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Figura 22. Activación cerebral en situación basal, tras un estímulo apetitivo (FUST) y tras 

un estímulo aversivo (TST). Los ratones carentes del receptor LPA1 mostraron una actividad 

basal c-Fos aumentada en CA3 y CE en comparación con el grupo WT, dos estructuras clave para 

el procesamiento emocional. Por otra parte, los animales maLPA1-nulos una activación 

significativamente mayor en accumbens, LHb y DRN tras FUST, y amígdala, IL y PVN tras TST. 

AcbC, núcleo accumbens central; AcbSh, corteza del núcleo accumbens; BLA, amígdala 

basolateral; CA1, cuerno de Amón 1; CA3, cuerno de Amón 1 3; Ce, amígdala central; CPFm, 

corteza prefrontal medial; d/vPAG, sustancia gris periacueductal dorsal/ventral; DG, giro 

dentado; DRN, núcleo del rafe dorsal; FUST, test de olfateo de la orina de hembra; IL, corteza 

infralímbica; lHb, habénula lateral; mHb, habénula medial; NAc, núcleo accumbens; PL, corteza 

prelímbica; PVN, núcleo paraventricular del hipotálamo; TST, test de suspensión de la cola; VTA, 

área tegmental ventral. Moreno-Fernández et al. (2017). 

 

Figura 23. Imágenes representativas de células c-Fos+ en el núcleo paraventricular del 

hipotálamo para cada genotipo en condiciones basales y tras la prueba conductual. La 

referencia bregma (a) y la tinción de galocianina (b) se representan en el panel superior como guía 

para el PVN.  Los ratones maLPA1-nulos mostraron una mayor cantidad de núcleos c-Fos+ tras 

el TST como se puede observar en (i) y (j) comparado con el grupo WT en (e) y (f). Las imágenes 

(c-e) y (g-i) fueron tomadas con un objetivo de 4x; (f) y (j) fueron tomadas a 40x y son aumentos 

de (e) e (i) respectivamente. V: Ventrículo. Moreno-Fernández et al. (2017). 

 

 Los datos fueron normalizados con respecto a su grupo control basal para establecer 

el cambio con respecto a los niveles basales de activación de las diferentes estructuras 
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relacionadas con emoción (Figura 24). Estos datos de activación se relacionaron con los 

parámetros de conducta (Figura 24b). El patrón de conectividad entre las diferentes áreas 

cerebrales difiere entre genotipos en línea base y tras las pruebas de conducta. 

 

 

Figura 24. Conectividad funcional en ratones WT y nulos para el receptor LPA1. (a) La 

activación cerebral c-Fos de regiones implicadas en la regulación emocional fue normalizada 
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respecto al respectivo grupo basal (b) Correlaciones significativas entre la expresión c-Fos y 

parámetros conductuales en FUST y TST (c, d) Los datos se presentan en las tres condiciones: 

basal (parte superior), FUST (parte central) y TST (parte inferior) (c) Las matrices de 

correlaciones entre regiones revela diferencias en los mapas cerebrales en ausencia del receptor 

LPA1, especialmente en las condiciones basal y TST. (d) Los diagramas muestran las 

correlaciones significativas entre estructuras (r>±0,8; p<0,005). Las líneas de color rojo indican 

correlaciones positivas, mientras que el color azul representa correlaciones negativas. AcbC, 

núcleo accumbens central; AcbSh, corteza del núcleo accumbens; BLA, amígdala basolateral; 

CA1, cuerno de Amón 1; CA3, cuerno de Amón 1 3; Ce, amígdala central; CPFm, corteza 

prefrontal medial; d/vPAG, sustancia gris periacueductal dorsal/ventral; DG, giro dentado; DRN, 

núcleo del rafe dorsal; FUST, test de olfateo de la orina de hembra; IL, corteza infralímbica; lHb, 

habénula lateral; mHb, habénula medial; NAc, núcleo accumbens; PL, corteza prelímbica; PVN, 

núcleo paraventricular del hipotálamo; TST, test de suspensión de la cola; VTA, área tegmental 

ventral. Moreno-Fernández et al. (2017). 

 

 3.3.3.- Administración del antidepresivo desipramina 

 

 El tratamiento crónico con desipramina aumentó la latencia de inmovilidad en el 

grupo nulo (F(1,16)=4,44; p<0,05) y aumentó el tiempo de nado (F(1,16)=6,85; p<0,05; 

Figura 25). Por otra parte, la administración aguda de desipramina redujo la inmovilidad 

en TST en los animales WT (F(1,11)=6,72; p<0,05) y disminuyó de forma significativa la 

energía y potencia de movimiento en los ratones nulos (Interacción Genotipo X 

Tratamiento: F(1,11)=7,51; p<0,05 and F(1,11)=8,08; p<0,05; LSD post hoc; Figura 26). 
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Figura 25. Efecto del tratamiento subcrónico de desipramina en anhedonia y desesperanza 

conductual en ambos genotipos. N=5 por genotipo y tratamiento. ** p<0,01 diferencia con 

respecto al grupo WT vehículo. ## p<0,01 diferencia con respecto al grupo maLPA1-nulo 

vehículo. 
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Figura 26. La administración aguda de desipramina reduce la agitación en los ratones 

carentes del receptor LPA1. N=5 por genotipo y tratamiento. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,005 

diferencia con respecto al grupo WT con vehículo. # p<0,05 diferencia con respecto al grupo 

maLPA1-nulo vehículo. $ p<0,05 comparado con el grupo WT administrado con desipramina. 

 

 Con respecto a la prueba de construcción de nido, la desipramina mejoró de forma 

significativa la puntuación de los ratones maLPA1-nulos tras 24 horas (F(1,8)=20,51; 

p<0,005; Figura 27). De forma importante, cuando cesó el tratamiento con desipramina y 

se inyectó vehículo a las 72 horas no hubo efecto sobre la conducta de nido, descartando 

un posible efecto de aprendizaje tras la repetición diaria de la prueba que pudiera explicar 

la mejoría en la conducta de nido. 
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Figura 27. El tratamiento con desipramina mejora la construcción del nido en el grupo 

maLPA1-nulo. (a) Con motivo de excluir la posibilidad de aprendizaje de la construcción del 

nido se sometieron al diseño experimental mostrado. (b) Fotos del nido realizado en los cuatro 

grupos. (c) Mejora de la puntuación en la escala de Deacon tras la administración de desipramina. 

N=5 por genotipo. * p<0,05 diferencia con respecto al grupo WT con vehículo. # p<0,05 

diferencia con respecto al grupo maLPA1-nulo vehículo. Moreno-Fernández et al., (2017). 

 

 La administración de desipramina redujo la actividad observada en PVN y BLA 

(Figura 28), cuya activación incrementada se encuentra asociada con problemas en la 

regulación emocional. Por otra parte, el tratamiento con desipramina 10 mg/kg modificó 

las matrices de correlación entre regiones tras el TST (Figura 28f).  
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Figura 28. El tratamiento con desipramina revirtió parcialmente la activación cerebral 

alterada en el grupo maLPA1-nulo tras TST. * p<0,05 Diferencias con respecto al grupo WT 

vehículo # p<0,05 Diferencias con respecto al grupo maLPA1-nulo tratado con vehículo. Moreno-

Fernández et al. (2017).  

 

 

    3.4. DISCUSIÓN 

 

Modelizar en animales la depresión puede resultar de suma utilidad para avanzar en 

el conocimiento neurobiológico del trastorno y poder desarrollar en un futuro estrategias 

terapéuticas de mayor eficacia que las actuales. Los resultados de este estudio muestran 

la importancia del receptor LPA1 en la regulación emocional normal, cuya ausencia se 

relaciona con distintos síntomas de depresión y alteraciones en los circuitos funcionales 

encargados del afrontamiento del estrés, así como al refuerzo a estímulos apetitivos 

naturales.  
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Uno de los síntomas principales de la depresión es la disminución de la capacidad 

para experimentar placer a partir de estímulos positivos, denominada como anhedonia 

(Der-Avakian y Markou, 2012; António Mateus-Pinheiro et al., 2014). En este sentido, 

junto con el estado de ánimo depresivo, la anhedonia es uno de los dos síntomas 

necesarios para el diagnóstico de la depresión según el Manual Diagnóstico y Estadístico 

de los Trastornos Mentales (DSM-5, 2015) (Heshmati y Russo, 2015; Loonen y Ivanova, 

2016; McMakin et al., 2012; Pizzagalli, 2014). En este estudio, los ratones nulos para el 

receptor LPA1 presentaron una preferencia por la sacarina significativamente menor que 

el grupo control y por debajo del umbral de 65%, considerado como criterio para 

anhedonia (Strekalova et al., 2004). Asimismo, asemejándose a la reducción de interés 

sexual asociada a la depresión (Kennedy y Rizvi, 2009) y teniendo en cuenta que la 

comunicación social entre ratones se basa en pistas principalmente olfativas (Malkesman 

et al., 2010), se observó también una reducción del tiempo de olfateo de la orina de 

hembra en estro en el grupo maLPA1-nulo.  

Por otro lado, la disminución de la construcción del nido podría modelar aspectos 

de la depresión como pérdida de energía y motivación reducida. Los animales WT 

construyeron el nido casi con la máxima puntuación tras 1 hora, mientras que los animales 

carentes del receptor LPA1 mostraron puntuaciones mínimas a la hora y 4 horas. Estas 

diferencias, aunque no tan evidentes, se mantuvieron a las 24 horas. Esto podría indicar 

una reducción de energía o la presencia de fatigabilidad, lo cual representa otro de los 

síntomas presentes en los criterios diagnósticos de depresión tanto del DSM-5 como del 

CIE-10 (American Psychiatric Association, 2013; World Health Organization, 1992).  
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Una de las conductas más estudiadas en los modelos animales de depresión es la 

desesperanza conductual, tanto en FST como en TST (Cryan y Holmes, 2005). Son dos 

pruebas conductuales de cribado de antidepresivos en los que el principal parámetro 

asociado con la depresión es la inmovilidad inducida por estrés crónico y que puede ser 

revertido con tratamiento antidepresivo (Cryan y Mombereau, 2004). 

Sorprendentemente, los animales carentes del receptor LPA1 mostraron un menor tiempo 

de inmovilidad y un aumento de la escalada. Así, mientras que en los ratones WT el 

tiempo de inmovilidad aumentó a lo largo de la tarea y el de escalada se redujo, reacción 

normal al test (Cryan, Valentino y Lucki, 2005; Lockridge, Newland, Printen, Romero y 

Yuan, 2013), el patrón temporal de conducta fue opuesto en el genotipo maLPA1-nulo. 

Estos resultados coincidían con una menor inmovilidad en TST, asociado a una mayor 

energía y potencia de movimiento. El perfil conductual de los ratones nulos podría indicar 

por tanto una mayor reacción al estresor presentado en términos de agitación conductual, 

respuesta emocional excesiva y lucha que, por otro lado, puede resultar desadaptativo 

ante las situaciones inescapables presentadas y podrían llevar al animal al agotamiento 

físico (Molendijk y de Kloet, 2015). Además, se ha observado una menor latencia de 

episodio de primera inmovilidad, que junto con el aumento de escalada y reducida 

inmovilidad total en FST y TST también se ha asociado con un modelo animal de 

episodios depresivos (Kasahara et al., 2016).  

El patrón conductual exhibido por los animales maLPA1-nulos indicarían una 

mayor reactividad emocional en el afrontamiento de situaciones estresantes. Por este 

motivo se utilizó una prueba específica para medir la reactividad emocional, el laberinto 

en T elevado, observándose también una respuesta emocional anormal en los ratones 

nulos (Zangrossi y Graeff, 1997). La exposición repetida a un miedo incondicionado 

(brazo abierto) aumentó la latencia de escape como medida de pánico debido a la 
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conducta de freezing. En los ensayos de evitación inhibitoria observamos una línea base 

alterada, en la cual el ratón nulo presentó una mayor latencia de salida del brazo cerrado. 

Ambas conductas concuerdan con una hiperreactividad a estímulos aversivos asociados 

con su fenotipo ansioso.  

Por otro lado, desde un punto de vista neurobiológico, los síntomas depresivos se 

han asociado con cambios disfuncionales en regiones límbicas interconectadas (Höflich 

et al., 2018; Krishnan y Nestler, 2008). En este sentido, en el modelo maLPA1-nulo se ha 

observado también un patrón diferente de activación de regiones claves para la regulación 

emocional, tales como amígdala, hipocampo y núcleo paraventricular del hipotálamo. 

Este aumento de la activación en regiones límbicas también se ha observado en depresión 

(Gold, 2015; Sousa, 2016). De forma importante, ante una situación estresante como el 

TST, se observó una correlación negativa entre la activación del hipocampo y la del 

núcleo paraventricular del hipotálamo sólo en el grupo WT. En condiciones normales, el 

hipocampo recibe señales de los glucocorticoides presentes en sangre e inhibe el 

comienzo de la cascada de hormonas por parte del hipotálamo (Pariante, 2006). La 

ausencia de esta inhibición podría estar relacionada con una hiperreactividad del eje HHA 

y concordaría con estudios anteriores en los que se observa una liberación aumentada de 

corticosterona de los ratones nulos con respecto al grupo WT en situaciones de estrés 

(Pedraza et al., 2014).  

De forma importante, el tratamiento antidepresivo con desipramina revirtió 

síntomas conductuales (reactividad emocional en TST, reducción de la motivación 

intrínseca a escapar de una situación estresante en el FST, déficit en la construcción del 

nido y preferencia por la sacarina) y la alteración en la actividad cerebral en los animales 

maLPA1-nulos (hiperactividad en amígdala y PVN).  
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Los resultados obtenidos en este Bloque Experimental I, junto con la evidencia 

acumulada de los estudios de fenotipación conductual en ratones carentes del receptor 

LPA1, harían posible considerar los ratones maLPA1-nulos como un modelo animal 

válido de depresión ansiosa. De hecho, como se ilustra en la Tabla 2, este genotipo cumple 

con los criterios de validez para el modelo de depresión con especificador de ansiedad.  

En resumen, los ratones carentes del receptor LPA1 muestran un endofenotipo 

depresivo ansioso, reflejando un aspecto principal en neuropsiquiatría: la comorbilidad. 

La ausencia de este receptor se asocia, además, con alteraciones en el mapa funcional del 

cerebro necesario para una conducta hedónica normal (Lim, Huang, Grueter, Rothwell y 

Malenka, 2012) o el afrontamiento del estrés (McEwen et al., 2015) que podrían explicar, 

al menos en parte, las conductas de tipo depresivo observadas en este genotipo. El 

tratamiento con un antidepresivo redujo la anhedonia y las alteraciones en las conductas 

de afrontamiento al estrés y normalizó las alteraciones en la conectividad cerebral.  
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Tabla 2. Criterios de validez del ratón nulo para el receptor LPA1 como modelo animal de 

depresión ansiosa. Tabla modificada de Moreno-Fernández et al., (2017). 

 

 

 



 

 

  



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. BLOQUE 

EXPERIMENTAL 2:     
Estrés agudo y receptor LPA1. Aproximación 

farmacológica. 
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    4.1. INTRODUCCIÓN 

 

 El descubrimiento de los receptores de LPA y su función se ha acompañado del 

esfuerzo para desarrollar agonistas y antagonistas selectivos que contribuyen al 

conocimiento de las vías de señalización del LPA y plantean la posibilidad de una 

modulación farmacoterapéutica de estos receptores (Im, 2010; Yung et al., 2015). En 

particular, hasta la fecha se han descrito diversos agonistas y antagonistas dirigidos a los 

receptores LPA1-3 (J W Choi et al., 2010; Yung, Stoddard y Chun, 2014). Algunos 

ejemplos de antagonistas de este tipo son el Ki16425, el VPC32183 o el diacilgricerol 

pirofosfato (DGPP) (Kano, Arima, Ohgami y Aoki, 2008). El antagonista Ki16425 (3-(4-

[4-([1-(2-clorofenil)etoxi]carbonil amino)-3-metil-5-isoxazolil] benzilsulfonil) ácido 

propanóico; Figura 29) inhibe selectivamente la acción del receptor LPA1 (Ki = 340 nM), 

LPA2 (Ki = 6500 nM) y LPA3 (Ki = 930 nM) (Ohta et al., 2003).  

 Así, el antagonismo farmacológico por parte de Ki16425 inhibe la señalización 

celular mediada por LPA, tales como la reducción del flujo de calcio intercelular inducida 

por LPA (David et al., 2012; Ohta et al., 2003; Shin et al., 2012), la inhibición de la 

síntesis de ADN y migración celular (David et al., 2012; Kim et al., 2008) o la 

disminución de la respuesta de retracción neurítica (Sato et al., 2005). 

 

Figura 29. Molécula de Ki16425. Imagen de Selleck Chemicals LLC. 
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La manipulación farmacológica del receptor LPA1 ha sido relacionada 

previamente con efectos emocionales (Castilla-Ortega et al., 2014; Kim et al., 2017). De 

forma interesante, el antagonismo con Ki16425 se relaciona con conductas de miedo 

similar a las observadas en ratones que carecen del receptor LPA1 (Pedraza et al., 2014) 

y alteraciones en el consumo de alcohol (Castilla-Ortega et al., 2016).  

Dado el papel en la regulación emocional del receptor LPA1 observado en la 

aproximación genética en el Bloque Experimental I, y para descartar que el fenotipo 

depresivo ansioso se deba a mecanismos neurobiológicos compensatorios derivados de la 

ausencia del receptor a lo largo del ciclo vital en el modelo knockout, el siguiente paso 

fue observar el efecto del antagonismo farmacológico del receptor LPA1 en conductas de 

depresión, la desesperanza conductual o el patrón de conectividad cerebral y el sistema 

neuroendocrino implicado en la depresión. Para ello, examinamos el efecto de la 

administración del antagonista en los dos modelos de desesperanza conductual: el test de 

natación forzada y test de suspensión de la cola, así como la actividad cerebral y 

conectividad funcional asociada con la conducta. Asimismo, se observó la respuesta del 

eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (mediante la liberación de corticosterona) a la 

administración de Ki16425. 

 

    4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 4.2.1. Animales 

 

Para el segundo bloque experimental se utilizaron un total de 66 ratones macho 

derivados por retrocruzamiento (13 generaciones) de la cepa B6129SF2/J (www.jax.org) 

sobre el fondo mixto genético 129/c57, siendo el control más próximo al fondo mixto 
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sobre el que se obtuvieron los ratones nulos para el receptor LPA1. De esta manera se 

evitó la posibilidad de que el tratamiento farmacológico estuviera influido por un fondo 

genético/cepa diferente al del ratón nulo, permitiendo así la comparación de los resultados 

entre el Bloque Experimental 1 (aproximación genética) y el Bloque Experimental 2 

(aproximación farmacológica). Todos los procedimientos experimentales fueron 

aprobados por el comité ético de la Universidad de Málaga (CEUMA 2013-0008-A) y de 

la Junta de Andalucía (08-7- 15-273), de acuerdo a la normativa legal vigente europea 

(European Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC) 

No. 1946/2003) y nacional: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se 

establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 

experimentación y otros fines científicos. 

 

 4.2.2. Administración farmacológica intracerebroventricular 

 

 En este estudio analizamos el efecto de la administración aguda del antagonista 

selectivo del receptor LPA1 en la desesperanza conductual mediante la inyección 

intracerebroventricular (icv) del fármaco Ki16425 3-4-[4-([1-(2-clorofenil) etoxi] 

carbonil amino)-3-metil-5-isoxazolil] benzilsulfonil) ácido propanóico (Selleck 

Chemicals LLC, Houston, Texas, Estados Unidos) disuelto en la solución vehículo (3% 

suero albúmina bovina libre de ácidos grasos (BSA)/ suero salino) treinta minutos antes 

del FST y TST. La concentración utilizada fue 400 nM, próxima a su Ki para el receptor 

LPA1 (Ki = 340 nM, Ohta et ál., 2003). Las inyecciones se realizaron en el ventrículo 

lateral derecho (2 μl por ratón) por medio de una jeringuilla Hamilton (21 G/ref 304432 

BD microlance TM3 40mm), según Ocaña et al., (1995) y Pedraza et al., (2014). 

 



                                                                                                        Bloque Experimental 2 

 

108 

 

 4.2.3. Evaluación de la desesperanza conductual 

 

 4.2.3.1. Test de natación forzada 

 

 Para el test de natación forzada utilizamos las medidas automáticas de inmovilidad 

(umbral <12%) y alta movilidad (umbral >16%) mediante el software EthoVision XT 12 

(Noldus Information Technology, Países Bajos; Figura 30). Estos parámetros 

automatizados han sido utilizados de forma similar en estudios previos (Juszczak, 

Lisowski, Sliwa y Swiergiel, 2008; Wong et al., 2017) y hemos observado que 

correlaciona con la evaluación etológica (r>0,7 en inmovilidad y escalada; p<0,05).  

 

Figura 30. Análisis automático de las conductas del test de natación forzada (EthoVision 12 

XT).  

 

 4.3.2.2. Test de suspensión de la cola 

 

 Al igual que el test de natación forzada, los ratones se exponen ante un estímulo 

estresante inescapable de corta duración, en este caso, estar suspendidos por su cola en 

un gancho metálico (Figura 31). Durante 6 minutos se evaluaron en ambos grupos los 
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parámetros de tiempo de inmovilidad, energía y potencia de movimiento mediante el 

seguimiento computarizado del aparato (Panlab Harvard apparatus, España).  

 

Figura 31. Software de Bioseb utilizado para el registro de los parámetros en TST. Imagen 

ejemplificando la recogida de datos obtenida de Bioseb.com 

 

 4.2.4. Estudio inmunohistoquímico. Conectividad funcional 

 

 Los protocolos de perfusión intracardiaca, cortes en microtomo de congelación e 

inmunohistoquímica c-Fos han sido previamente descritos en el Bloque Experimental I. 

 

 4.2.4.1. Cuantificación c-Fos 

 

 La cuantificación se llevó a cabo utilizando la lente de 40x del microscopio 

Olympus BX 51 equipado con una cámara JVC (TK-C1480E) y con el sistema 
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computarizado CAST-Grid (Olympus, Glostrup, Dinamarca). El número de células por 

unidad de volumen fue calculado para cada animal como el número de núcleos 

inmunoreactivos para c-Fos por milímetro cúbico (mm3) siguiendo la siguiente fórmula:  

Nv =
∑Q − d

∑Vdis
  

Donde Nv representa densidad numérica, ∑Q−d  es el número total de nucleos c-Fos 

positivos y ∑Vdis es el volumen de cuantificación. Vdis = Vdis = Sd × Hd, donde Sd = 

área del disector y Hd = profundidad del disector.  

  La cuantificación se realizó en diecinueve estructuras cerebrales implicadas en la 

regulación emocional a lo largo del eje anteroposterior:  

1. PL, corteza prelímbica 

2. IL, corteza infralímbica 

3. dDG, giro dentado del hipocampo dorsal 

4. dCA1, cuerno de Amón 1 del hipocampo dorsal 

5. dCA3, cuerno de Amón 3 del hipocampo dorsal 

6. vDG, giro dentado del hipocampo ventral 

7. vCA1, cuerno de Amón 1 del hipocampo ventral 

8. vCA3, cuerno de Amón 3 del hipocampo ventral 

9. BLA, amígdala basolateral 

10. CE, amígdala central 

11. AcbC, núcleo accumbens central 

12. AcbSh, corteza del núcleo accumbens 

13. mHb, habénula medial 

14. LHb, habénula lateral 

15. VTA, área tegmental ventral 

16. PVN, núcleo paraventricular del hipotálamo 

17. dPAG, sustancia gris periacueductal dorsal 

18. vPAG, sustancia gris periacueductal ventral 

19. DRN, núcleo del rafe dorsal 
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 4.2.4.2. Análisis de conectividad funcional de la actividad cerebral 

 

 Con objeto del mapeo funcional del cerebro, todas las posibles correlaciones entre 

la señal c-Fos de las 19 áreas cerebrales fueron representadas en matrices de correlaciones 

codificadas por color según su coeficiente de Pearson mediante el software Matlab 2015b 

(Mathworks, Natick, MA). Las redes funcionales tras FST más significativas (r≥0,8; 

p<0,005) fueron representadas en diagramas en cada grupo de animales.  

 

 4.2.5. Análisis de la corticosterona en sangre  

 

 Los niveles de corticosterona presentes en el plasma sanguíneo fueron 

determinados en los animales en condiciones basales y tras el test de natación forzada 

como estresor agudo. Treinta minutos antes de la prueba los animales fueron inyectados 

con vehículo (BSA 3%/ Suero salino) o Ki16425. La sangre fue recogida de la vena lateral 

de la cola del animal en tubos de extracción capilar con EDTA (Microvette® 100 µl, 

Sarstedt, Nümbrecht, Alemania) en tres momentos temporales: medida basal previa a la 

inyección y 10 y 30 minutos tras la finalización del test de natación forzada (FST; Figura 

32). Adicionalmente, se incluyeron dos grupos (Vehículo y Ki16425) que fueron 

transportados a la sala de conducta, pero no se sometieron al FST. Estos dos grupos 

sirvieron de control con el fin de evaluar si la sola inyección del antagonista del receptor 

LPA1 induce cambios en la respuesta de corticosterona (Ver grupos Figura 32). La sangre 

recolectada en tubos fue centrifugada a 6000 rpm en una microcentrífuga (Heraeus 

Biofuge Fresco, Alemania; Figura 33) y el sobrenadante almacenado a -80ºC.  

 



                                                                                                        Bloque Experimental 2 

 

112 

 

  

Figura 32. Diseño experimental para evaluar el efecto de la administración aguda en la 

realización del FST y en la respuesta de corticosterona. Para la evaluación de los niveles de 

corticosterona en plasma, se extrajo sangre de la cola en tres momentos: previo a la administración 

icv y 10 y 30 minutos posterior a la prueba de conducta. Dos grupos administrados icv con 

vehículo o antagonista, respectivamente, pasaron a la sala de conducta, pero sin someterse al FST. 

La administración de fármacos se realizó 30 minutos antes de la prueba de conducta y la perfusión 

90 minutos tras la conducta para analizar el pico de expresión de c-Fos.  

 

Figura 33. Protocolo de extracción de plasma sanguíneo. La extracción de sangre se realizó 

mediante una pequeña incisión en la vena lateral de la cola del ratón, recogiéndose la sangre por 

medio de tubos de extracción capilar con EDTA (Microvette® 100µl). Tras la centrifugación, con 

una pipeta de 100 µl se aspiró el sobrenadante (plasma) y se dispensó en tubos eppendorf de 0,5 

ml, conservado a -80 ºC en para su posterior uso.  
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 Los tubos que contenían las muestras de sangre extraídas junto con EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) se centrifugaron y el sobrenadante resultante se almacenó a -

80ºC. Los niveles de corticosterona en plasma se determinaron usando un kit de 

inmunoensayo enzimático disponible comercialmente (técnica de Elisa; Figura 34), con 

una sensibilidad aproximada de 27,0 pg/ml, siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Assay Designs/Stressgen, Ann Arbor, Michigan, USA). Para obtener los resultados se 

utilizó el lector de microplacas para absorbancia Tecan Sunrise con el software Magellan

Mannedorf, Zurich, Suiza). 

Figura 34. Procedimiento para el análisis de corticosterona en plasma según el kit de ELISA. 
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4.2.6. Análisis estadístico 

 

 Para examinar los efectos de la administración de Ki16425 respecto al grupo 

control vehículo en las pruebas conductuales (FST y TST) y activación cerebral c-Fos se 

realizó la prueba de la t de Student para la comparación de medias entre grupos, 

considerando los grados de significación de p<0,05, p<0,01 y p<0,001. Además, se 

obtuvieron las matrices de correlaciones entre áreas y se consideraron las correlaciones 

de Pearson entre la activación de las regiones cuantificadas con grado de significación 

menor de 0,005 como medida de corrección por múltiples comparaciones. 

comparaciones.  

 Para analizar las diferencias en la dinámica de liberación de corticosterona previo 

y tras FST se realizó un ANOVA de medidas repetidas con post hoc de Tukey para 

diferencias entre grupos. Por motivos procedimentales, el análisis de corticosterona 

inducido por TST no se llevó a cabo debido a que la medida previa de corticosterona 

mediante una incisión en la cola del animal podría haber provocado el sangrado en esa 

zona e interferido en el desarrollo de la prueba conductual en la cual el ratón permanece 

suspendido por la cola.  

 

    4.3. RESULTADOS 

 

 4.3.1.- Desesperanza conductual 

 

 4.3.1.1.- Test de natación forzada  

 

 El tratamiento con el antagonista del receptor LPA1 (Ki16425) aumentó de forma 

significativa la duración de la inmovilidad (t25=-3,10; p<0,005) y redujo la latencia de 
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primera inmovilidad en comparación con el vehículo (t25=1,89; p<0,05), sin alterar la 

conducta de escalada (Figura 35).  

 

Figura 35. El antagonismo del receptor LPA1 se asocia con un afrontamiento pasivo en 

natación forzada. El grupo administrado icv con Ki16425 permaneció más tiempo inmóvil y 

tardó menos tiempo en presentar el primer episodio de inmovilidad (latencia) en comparación con 

el grupo control. Vehículo n=11, Ki16425 n=17. ** p<0,01 diferencia con respecto al grupo 

vehículo.  

 

 4.3.1.2.- Test de suspensión de la cola 

 

 Contrariamente a lo encontrado en natación forzada, en el test de suspensión de la 

cola la administración aguda icv de Ki16425 redujo la inmovilidad (t9=2,38; p<0,05) y 

aumentó la energía (t9=2,41; p<0,05) (Figura 36). 

 

Figura 36. Afrontamiento activo en TST tras la infusión del antagonista del receptor LPA1. 

La administración de Ki16425 redujo la inmovilidad total y aumentó la energía en el test de 

suspensión de la cola, en comparación con el grupo vehículo. Vehículo n=7, Ki16425 n=6. * 
p<0,05 diferencia con respecto al grupo vehículo.  
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 4.3.2. Análisis de la corticosterona 

 

 El ANOVA de medidas repetidas mostró interacción significativa entre tiempo y 

grupos (F(6,40)=3,48; p<0,01). En este sentido, aunque no hubo diferencias entre los grupos 

experimentales sometidos a FST, la sola infusión de Ki16425 intracerebroventricular 

aumentó la liberación de corticosterona a niveles comparables a los del estrés agudo tras 

natación forzada (Figura 37).   

 

Figura 37. La administración aguda de Ki16425 aumenta la liberación de corticosterona. 
Vehículo n=8, Ki16425 n=6, Vehículo + FST n=5, Ki16425 + FST n=6. _*_ p<0,05 diferencia 

del resto de grupos con respecto al grupo administrado con vehículo. 

 

 4.3.3. Conectividad funcional 

 

 Los datos revelaron que, tras la prueba de natación forzada, el tratamiento con 

Ki16425 aumentó la actividad de LHb (t8=-2,62; p<0,05), CA1 dorsal (t8=-2,12; p=0,06) 

y redujo la expresión c-Fos en AcbC (t8=1,99; p=0,08) y dPAG (t8=3,24; p<0,01) con 

respecto al vehículo (Figura 38). Además, el antagonismo del receptor LPA1 modificó el 

patrón de conectividad funcional en el cerebro (Figura 38). 
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Figura 38. Conectividad funcional en regiones implicadas en la regulación emocional. La 

administración del antagonista del receptor LPA1 modificó la conectividad funcional tras FST en 

relación al grupo vehículo. N=5 por tratamiento. AcbC, núcleo accumbens central; AcbSh, 

corteza del núcleo accumbens; Amygd, amígdala; BLA, amígdala basolateral; Ce, amígdala 

central; CPFm, corteza prefrontal medial; d/vCA1, cuerno de Amón 1 dorsal/ventral; d/vCA3, 

cuerno de Amón 3 dorsal/ventral; d/vDG, giro dentado dorsal/ventral; d/vHipp, hipocampo 

dorsal/ventral; d/vPAG, sustancia gris periacueductal dorsal/ventral; DRN, núcleo del rafe dorsal; 

IL, corteza infralímbica; LHb, habénula lateral; mHb, habénula medial; mPFC, corteza prefrontal 

medial; NAc, núcleo accumbens; PL, corteza prelímbica; PVN, núcleo paraventricular del 

hipotálamo; VTA, área tegmental ventral. 
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    4.4. DISCUSIÓN  

 

Dado que la posible participación del receptor LPA1 en la depresión propuesta en 

el modelo maLPA1-nulo (Moreno-Fernández et al., 2017) podría estar influenciada por la 

carencia constitutiva de este receptor durante el desarrollo, la validación farmacológica 

con un antagonista selectivo es necesaria. Los datos revelaron que la administración de 

Ki16425 aumentó el tiempo de inmovilidad en FST y redujo la latencia de primera 

inmovilidad, sin efectos sobre la alta movilidad. No obstante, en el TST, el antagonista 

del receptor LPA1 disminuyó la inmovilidad y aumentó la energía. Los patrones 

conductuales divergentes entre las dos pruebas de desesperanza conductual podrían ser 

atribuibles a las diferencias entre FST y TST, considerando que TST no constituye la 

versión “seca” del FST (Cryan, Mombereau, et al., 2005) y que los mecanismos 

neurobiológicos mediados por estos dos modelos son diferentes (Bai, Li, Clay, Lindstrom 

y Skolnick, 2001; Yoshikawa, Watanabe, Ishitsuka, Nakaya y Nakatani, 2002).  

En referencia al sustrato cerebral de estas conductas, mediante el marcaje c-Fos 

observamos la activación de diversas áreas relevantes para el afrontamiento del estrés. Es 

importante señalar que, aunque la respuesta cerebral al TST en presencia del antagonista 

podría ayudar a la explicación de los resultados conductuales, no ha sido evaluada por 

limitación de tiempo. Tras FST, en comparación con la condición vehículo, tanto el 

hipocampo como la habénula lateral (LHb) de estos animales presentaron una mayor 

activación que el vehículo. El hipocampo supone un importante nodo en el conectoma 

funcional implicado en la regulación emocional normal (Roberts et al., 2018), mientras 

que la activación en LHb se ha relacionado con estados aversivos (Margolis y Fields, 

2016) y su activación c-Fos ha sido correlacionada directamente con la inmovilidad en 

FST (Yang et al., 2008).  
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Todos estos datos, indican que el receptor LPA1 puede participar en el 

afrontamiento al estrés, imitando parcialmente su bloqueo farmacológico las alteraciones 

observadas en ratones que carecen de manera constitutiva del receptor LPA1. Pero, 

indudablemente, el antagonismo del receptor induce conductas depresivas con un 

componente de ansiedad y altera el circuito cerebral responsable de la regulación 

emocional, reforzando la implicación de este sistema en la modulación de estados 

afectivos.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

V. BLOQUE 

EXPERIMENTAL 3:      
Estrés crónico y modulación farmacológica del 

receptor LPA1 
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    5.1. INTRODUCCIÓN 

 

El hipocampo es una estructura que presenta una alta densidad de receptores de 

glucocorticoides (GR) y juega un papel clave en la regulación del eje hipotalámico-

hipofisario-adrenal (HHA). Por ello, es una de las estructuras más afectadas por los 

efectos nocivos del estrés crónico, participando en el riesgo de padecer depresión (Joëls, 

2011; Lucassen et al., 2014). La desregulación del eje HHA inducida por estrés crónico 

ha sido relacionada frecuentemente con alteraciones en la expresión y función del GR 

hipocampal (Guidotti et al., 2013; Holsboer, 2000; Laryea, Muglia, Arnett y Muglia, 

2015). Otro factor asociado con la regulación del sistema de estrés es el balance 

excitatorio/ inhibitorio, entendido como una señalización cerebral equilibrada entre el 

neurotransmisor excitatorio glutamato y el neurotransmisor inhibitorio ácido gamma-

aminobutírico, GABA (del inglés, gamma-aminobutyric acid) (Cordero, Just, Poirier y 

Sandi, 2016; van der Kooij et al., 2013; Sandi, 2011; Tzanoulinou, Riccio, de Boer y 

Sandi, 2014). En este sentido, la liberación elevada de corticosterona (CORT) podría ser 

responsable de cambios en el equilibrio glutamato/GABA, lo cual puede conllevar una 

pobre integración de la respuesta del eje HHA (Herman, Mueller y Figueiredo, 2004).  

En el mecanismo hipocampal de regulación de la respuesta de estrés, la 

señalización del ácido lisofosfatídico (LPA) a través de su receptor LPA1 podría ser un 

factor biológico novedoso que ayude a esclarecer esta interacción. Por una parte, la 

ausencia del receptor LPA1 se ha relacionado con vulnerabilidad hipocampal al estrés 

crónico, observándose en animales maLPA1 nulos estresados una reducción mayor de la 

neurogénesis, una menor ramificación dendrítica, un incremento de apoptosis (Castilla-

Ortega et al., 2011) y mayor daño oxidativo en el hipocampo en comparación con 

animales normales sometidos a estrés (García-Fernández et al., 2012).  
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Por otro lado, la ausencia del receptor LPA1 también se ha asociado con 

alteraciones en la neurotransmisión glutamatérgica y GABAérgica. Así, los ratones 

carentes del receptor muestran alteraciones en la expresión del receptor de glutamato 

mGLUR3 (Blanco et al., 2012), así como cambios en la expresión, fosforilación e 

interacción de las subunidades de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA 

(del inglés, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), consistentes con un 

reforzamiento basal de las sinapsis glutamatérgicas (Musazzi, Di Daniel, Maycox, 

Racagni y Popoli, 2011). Es más, en animales maLPA1-nulos la principal isoforma de la 

enzima glutaminasa (KGA) se encuentra regulada a la baja, asociándose con la 

morfología alterada de las espinas dendríticas de las células piramidales del hipocampo 

(Peñalver et al., 2017). Respecto a la neurotransmisión inhibitoria, en el hipocampo y 

estructuras parahipocámpicas, la carencia del receptor LPA1 causa una reducción en las 

células positivas para parvalbúmina, un subtipo de interneuronas GABAérgicas en la 

corteza entorrinal (Cunningham et al., 2006) y células positivas para GABA en 

hipocampo (Rosell-Valle et al., No Publicado).  

En esta línea, estudios recientes han investigado los efectos de la administración 

LPA en las sinapsis excitatorias a través de la proteína LPA1/Gi/o induciendo una 

depresión rápida y reversible de las corrientes postsinápticas excitatorias (García-Morales 

et al., 2015). Además, la continua modulación farmacológica del receptor LPA1 induce 

cambios en la expresión de la proteína α-CaMKII (Rosell-Valle et al., No Publicado), 

cuya activación se asocia con un fortalecimiento de la neurotransmisión glutamatérgica 

(Fink et al., 2002; Robison, 2014).  

De forma adicional, la administración de LPA induce depresión de la transmisión 

GABAérgica debido posiblemente a una defosforilación de GABAA2 (García-Morales 

et al., 2015). En secciones hipocampales, se ha observado una menor liberación de GABA 
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en contraposición un incremento de glutamato (Roberts et al., 2005). El LPA puede 

modificar la función del receptor NMDA en neuronas hipocampales (Lu et al., 1999), así 

como los niveles intracelulares de calcio (Holtsberg et al., 1997). Puesto que el receptor 

LPA1 colocaliza con componentes presinápticos excitatorios (VGLUT2) o inhibitorios 

(VGAT) (García-Morales et al., 2015), resulta razonable asumir que la acción del LPA a 

través del receptor LPA1 pueda tener un papel relevante en la regulación del balance 

excitatorio/ inhibitorio hipocampal.  

Previamente se ha destacado la implicación del receptor LPA1 en la regulación 

emocional, cuya ausencia aumenta la vulnerabilidad al estrés asociada a una alteración 

estructural y funcional del hipocampo. De hecho, la administración de LPA C18:1, una 

subespecie de LPA con alta afinidad por el receptor LPA1 (Bandoh et al., 2000; Chun, 

Hla, Lynch, Spiegel y Moolenaar, 2010; Ma, Nagai, Chun y Ueda, 2013; Uchida, Nagai 

y Ueda, 2014), induce un aumento de la inmovilidad en el test de natación forzada 

(Castilla-Ortega, Escuredo, et al., 2014). Sin embargo, hasta la fecha no existe 

información disponible relativa a la administración crónica de LPA en un protocolo de 

estrés crónico. Por esto, en este Bloque Experimental III se analiza la influencia de la 

administración crónica intracerebroventricular (icv) de una especie de LPA estable y no 

hidrolizable ([1-(9Z-octadecenyl)-sn-glycero-3-cyclic-phosphate (LPA C18:1; sal 

amonio)), en conductas que reproducen síntomas de depresión en animales (anhedonia y 

desesperanza) estresados de forma crónica, así como la expresión de genes considerados 

como marcadores moleculares de neurotransmisión excitatoria e inhibitoria. Los genes 

examinados referentes a la transmisión glutamatérgica fueron los receptores NR1 

(NMDA) y el transportador vesicular de glutamato 1 (VGLUT1), mientras que para la 

parte inhibitoria fueron analizados la decarboxilasa de ácido glutámico 67 (GAD67, en 

inglés glutamic acid decarboxylase 67) y el transportador vesicular de GABA (VGAT). 
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Asimismo, se analizó la expresión de los receptores de mineralocorticoides (MR) y 

glucocorticoides (GR), así como los niveles de corticosterona en plasma.  

 

    5.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 5.2.1. Animales 

 

 Para el tercer y último bloque experimental se utilizaron 40 ratones macho de 3 

meses de edad (28 g ± 2 g) derivados por retrocruzamiento (13 generaciones) de la cepa 

B6129SF2/J (www.jax.org) sobre el fondo mixto genético 129/c57 (fondo mixto 

C57BL/6J129X1/SvJ).  

Para evitar complicaciones quirúrgicas, a excepción del grupo control jaula sin 

operación, los ratones fueron separados en jaulas individuales y estabulados en 

condiciones estándar, con acceso libre a comida y bebida, y con un ciclo de 12 h de 

luz/oscuridad (encendido de las luces a las 7:00 h). Todos los procedimientos 

experimentales fueron aprobados por el comité ético de la Universidad de Málaga 

(CEUMA 2013-0008-A/ CEUMA: 1-2015- A, 08-7- 15-273) y de la Junta de Andalucía 

(08-7- 15-273), de acuerdo a la normativa legal vigente europea (European Communities 

Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC) No. 1946/2003) y 

nacional: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas 

básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en experimentación y 

otros fines científicos. 

 El procedimiento experimental se encuentra resumido en la Figura 39. El 

experimento se llevó a cabo durante 28 días. Tras la manipulación de los animales, se 

procedió a la implantación de las minibombas osmóticas Alzet® a los animales (Figura 
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39). Los grupos sometidos a estrés crónico comenzaron el protocolo de inmovilización o 

restraint al cuarto día durante 21 días. Los días 25 y 26 se llevó a cabo el test de 

preferencia por la sacarina y finalmente se realizó el test de natación forzada. Dos días 

después se procedió a la decapitación y los cerebros fueron congelados sumergiéndose en 

isopentano a -40ºC, conservados posteriormente a -80ºC para su posterior envío al 

laboratorio de Suiza.  

 

Figura 39. Diseño experimental de la administración crónica de LPA y el protocolo de estrés 

crónico. CORT, corticosterona; FST, test de natación forzada; icv, intracerebroventricular; SPT, 

test de preferencia por la sacarina. 

 

Se utilizaron los siguientes grupos experimentales (Figura 39): dos grupos con 

administración continua icv (vehículo y LPA 18:1;) sin estrés; dos grupos sometidos a 

estrés crónico y administración crónica de fármacos (vehículo y LPA); y un grupo control 

jaula, para controlar los efectos del procedimiento. El grupo control jaula se usó 

únicamente para las variables biológicas y los grupos control de administración crónica 

de fármacos (vehículo y LPA) para las pruebas conductuales. 
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 5.2.2. Administración crónica intracerebroventricular 

 

 Para la administración continua y sistémica de fármacos por la vía 

intracerebroventricular se utilizaron las microbombas osmóticas Alzet® 1004 (Durect 

Corporation, Cupertino, California, Estados Unidos). Mediante el uso de un aparato 

estereotáxico (Kopf, Tujunga, California, Estados Unidos) y bajo tratamiento anestésico 

(80 mg/Kg ketamina ip y 12 mg/Kg xilacina ip (Sigma-Aldrich)), se implantaron cánulas 

de calibre 30G en el ventrículo del hemisferio derecho conforme a las siguientes 

coordenadas: 0,34 mm posterior a Bregma, 1 mm lateral a la línea media, y 2,3 mm de 

profundidad (Paxinos y Franklin, 2001; Figura 40).  

 

Figura 40. Implantación de microbombas osmóticas en estereotáxico.  
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 La cánula conectaba a través de un catéter de polietileno a la microbomba 

osmótica (Figura 40), rellena de vehículo (volumen 100 μl/ microbomba; 3 % BSA/ suero 

salino); LPA C18:1 (Avanti Polar Lipids; Alabaster, AL, Estados Unidos; Figura 41) 

(0,36µg/pump; 200 nM). Las microbombas fueron implantadas de forma subcutánea en 

la parte superior izquierda de la región torácica, en su espalda, para evitar que la posición 

de la misma alterara la movilidad normal y pudiera influir en las pruebas de 

comportamiento. Tras la operación se les inyectó el antiinflamatorio ketoprofeno durante 

3 días consecutivos como analgésico para paliar cualquier problema que indujese 

disconfort en los animales. Mediante el uso de microbombas osmóticas se asegura la 

infusión continua de fármacos durante 21 días a un flujo de 0,11 μl/h, o lo que es lo mismo 

0,93 ng/kg/día de LPA C18:1.  

 

Figura 41. Molécula de LPA C18:1. Imagen de Avanti Polar Lipids Inc. 

 

 5.2.3. Protocolo de estrés 

 

 Cuatro días después de la cirugía, tiempo suficiente según la experiencia previa 

en nuestro grupo para la recuperación completa tras la cirugía, los animales fueron 

sometidos a estrés crónico intermitente que consistió en inmovilización o restraint por 3 

horas y media durante 21 días (de forma intermitente: 5 días consecutivos y 2 días de 

descanso). Para la inmovilización se utilizaron tubos de plexiglás de 50 ml modificados 

con agujeros para la cola del animal y para la ventilación. Este protocolo ha sido 

previamente puesto a punto por nuestro grupo con eficacia para la inducción de 

alteraciones hipocampales (Castilla-Ortega et al., 2011; Castilla-Ortega, Rosell-Valle, et 
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al., 2014; García-Fernández et al., 2012). Los grupos control, vehículo y LPA sin estrés 

se mantuvieron en sus jaulas.  

 

 5.2.4. Pruebas conductuales 

 

 5.2.4.1. Test de preferencia por la sacarina 

 

 Inicialmente se realizó una habituación al sabor de la sacarina y la presencia de 

dos bebederos distintos dejando 48 horas un bebedero con agua y otro con la solución de 

sacarina. El test fue realizado el último día del protocolo de estrés. Durante el test, el ratón 

tuvo la oportunidad de elegir entre un bebedero con la solución de sacarina disuelta al 

0,05% (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y otro con agua del grifo. No hubo privación 

previa de comida ni de agua. Los bebederos fueron pesados al siguiente día y la 

preferencia por la sacarina se calculó con la fórmula:  

Preferencia (%) =
(Ingesta de sacarina)

(Ingesta de sacarina + Ingesta de agua)
 × 100 

 

 5.2.4.2. Test de natación forzada 

 

 Al día siguiente del test de preferencia por la sacarina, se realizó el test de natación 

forzada, descrito previamente en Material y Métodos en el Bloque Experimental 1. Como 

indicadores de afrontamiento pasivo de la situación estresante, se analizaron las conductas 

de inmovilidad, por medio del software de seguimiento Ethovision XT 9 (Noldus, Países 

Bajos), y latencia de inmovilidad, conceptualizado como el tiempo en el que el animal 

tarda en presentar su primera conducta de flotación o inmovilidad durante al menos 2 

segundos.  
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5.2.5. Extracción de hipocampo 

 

 Dos días después de la última prueba de conducta (FST), los ratones fueron 

anestesiados con isoflurano y decapitados. Los cerebros una vez extraídos se congelaron 

en isopentano a -40ºC y almacenado a 80ºC para su procesamiento. La disección de 

hipocampo dorsal y ventral se realizó en el criostato tras el seccionado a 150 μm (Figura 

42). El tejido se conservó en tubos libres de ARNasa hasta la extracción y aislamiento de 

ARN y proteínas.  

 

Figura 42. Extracción de regiones cerebrales en criostato. Se realizaron cortes de 150 μm, 

donde se realizaron punches de 1 mm para la extracción de áreas cerebrales. El tejido fue 

almacenado en eppendorfs libres de ARNasa a -80 ºC hasta la homogeneización en tampón de 

lisis. 
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 5.2.6. Análisis de la expresión de ARNm (RT-qPCR)  

 

 La extracción de ARN y proteínas se llevó a cabo por medio de la utilización de 

TRIzol (Invitrogen, Estados Unidos). Así, el tejido fue homogeneizado en 100 μl del 

reactivo TRI junto con un coctel de inhibidores de proteinasas y PMSF 100mM en un 

sonicador digital (3 ciclos al 30% potencia, 10 segundos “ON”, 20 segundos “OFF”; 

Branson Digital Sonifier, Connecticut, Estados Unidos). Después, se añadió 10 μl de 

cloroformo. Tras la centrifugación a 12000 g durante 15 minutos a 4ºC se pudieron 

distinguir las tres fases siguientes: fase acuosa, correspondiente a ARN, fase intermedia 

o interfase, donde se encontraba el ADN, y por último la fase orgánica referente a 

proteínas (Figura 43). El sobrenadante fue colocado en otro eppendorf, la interfase 

desechada y la fase proteica almacenada a 4ºC para su posterior extracción. Para la 

extracción de ARN, se les añadió un volumen de 100 μl de isopropanol a las muestras y 

se centrifugaron durante 15 minutos a 12000 g a 4ºC. En este punto, el ARN se queda en 

forma de pellet al fondo del eppendorf, por lo que se desecha el sobrenadante y se procede 

a su lavado 2 veces con etanol frío al 75%. Finalmente, se añaden 10 μl de agua destilada 

libre de ARN-asa, se analiza la cantidad y calidad del ARN con un 1 μl en Nanodrop y se 

guarda en el congelador de -80ºC.  
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Figura 43. Esquema del método de extracción de ARN y proteínas con TRIzol.  

 

 El análisis de ARN mensajero se realizó mediante la técnica cuantitativa de 

reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-qPCR, del inglés 

reverse transcription polymerase chain reaction; Figura 44). El ADN complementario 

fue sintetizado utilizando un kit de transcripción inversa (qScript cDNA Mastermix kit; 

Quanta Biosciences, Estados Unidos) y el PrimeTime qPCR Assay (Integrated DNA 

Technologies). Luego la muestra fue analizada en triplicados utilizando SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, Warrington, Florida, Estados 

Unidos) mediante el sistema de detección ABI Prism 7900 Sequence Detection (Applied 

Biosystems, Life Technologies, Singapore).  
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Figura 44. Robot utilizado para la mezcla de cebadores, muestra y mastermix (Microlab 

STAR, Hamilton, Bonaduz, Suiza).  

 

 Los cebadores o primers para los genes de interés se diseñaron utilizando la 

herramienta de acceso libre online Primer-blast de NCBI. La expresión génica se analizó 

mediante el software qBase 1.3.5 por medio del método de umbral del ciclo comparativo 

(Schmittgen y Livak, 2008). Los genes analizados fueron NR1, GAD67, VGLUT1, 

VGAT, GR y MR (Tabla 3). Como control interno se utilizó el factor de elongación 

eucariota 1 (EEF1).  
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la qPCR 

Gen Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) RefSeq (NCBI) 

NR1 TGGTACCCATGTCATCCCAA GCCATCACTCATTGTGGGCT NM_008169.2 

GAD67 CTTCTTCAGGCTCTCCCGTG CAGGAACAGGCTCGGTTCAG NM_008077.4 

VGAT ACATTCATTATCAGCGCGGC GCACGAACATGCCCTGAATG NM_009508.2 

VGLUT1 TTGTGGCTACCTCCACCCTA GCATAGGAACCGCAAAAGGC NM_182993.2 

GR CAAAGATTGCAGGTATCCTATGAA TGGCTCTTCAGACCTTCCTT NM_008173.3 

MR TTCGGAGAAAGAACTGTCCTG CCCAGCTTCTTTGACTTTCG NM_001083906.1 

EEF1 TCCACTTGGTCGCTTTGCT CTTCTTGTCCACAGCTTTGATGA NM_010106.2 

 

 5.2.7. Análisis de la expresión de proteínas – Western-Blot 

 

 El western-blot se realiza por inmunotinción de electrotransferidos, una técnica 

analítica usada comúnmente ya que permite detectar proteínas específicas de una muestra 

determinada. A continuación, se realiza una descripción detallada de los procedimientos 

que se llevaron a cabo.  

 Para la extracción de proteínas, se añadió tres volúmenes de acetona por cada uno 

de fenol-etanol y se centrifugó a 12000 g a 4ºC durante 10 minutos. Una vez desechado 

el sobrenadante, se procedió a la sonicación de la muestra en 1 ml de hidrocloruro de 

guanidina 0,3 M en etanol al 95% y glicerol al 2,5%. Se centrifugó a 8000 g durante 5 

minutos, se desechó el sobrenadante, se procedió a un segundo lavado con la solución de 

guanidina y un último lavado en etanol al 95% con glicerol al 2,5%. Finalmente, se 

añadieron 20 μl de agua destilada al 1% de SDS y se procedió a la cuantificación de la 

proteína mediante la técnica de Bradford según las instrucciones del fabricante (Lowry, 

DC™ Protein Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, Suiza; Figura 43). 

 La cuantificación de proteína en hipocampo se llevó a cabo en paralelo a la 

cuantificación de los niveles de ARNm. El hipocampo homogeneizado se centrifugó a 
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2000 g durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante se centrifugó a 100000 g durante 1 

hora a 4ºC. Los extractos de proteína (25 µg) se separaron mediante un gel 12 % SDS-

PAGE y transferido eléctricamente a una membrana de PVDF (Trans-Blot® Mini PVDF 

Transfer Pack; Bio-Rad, CA, USA). Las membranas se bloquearon con leche desnatada 

en polvo al 3% en tampón tris salino al 0,1% de Tween-20 y 1% suero bovino (TBST) a 

temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, las membranas se incubaron con los 

siguientes anticuerpos primarios toda la noche a 4ºC:  

- Anti-GR desarrollado en conejo (1:000; Santa Cruz, sc-1004) 

- Anti-Actina desarrollado en conejo (1:000; Santa Cruz, H-196) 

 Posteriormente se utilizó el anticuerpo secundario apropiado a una dilución 

1:1000. Los inmunocomplejos se visualizaron utilizando un sustrato de peroxidasa 

quimioluminiscente (SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate) y la 

inmunoreactividad se detectó mediante el sistema ChemiDoc XRS (Bio-rad Laboratories 

AG, Cressier, Suiza). El análisis densitométrico de las bandas se realizó a través del 

software Quantity One 4.2.3 (Bio-Rad Laboratories AG, Cressier, Suiza). Cada banda 

proteica fue normalizada por sus niveles de actina en la misma membrana. Por 

consiguiente, los resultados se muestran como GR relativo a los niveles de actina.  

 

 5.2.8. Análisis de la corticosterona en sangre 

 

 Los niveles de corticosterona presentes en el plasma sanguíneo fueron 

determinados en los animales en condiciones basales y de estrés crónico. La sangre fue 

recogida de la vena lateral de la cola del animal en tubos de extracción capilar con EDTA 

(Microvette® 100µl, Sarstedt, Nümbrecht, Alemania) en tres momentos temporales: 

medida basal previa al protocolo de estrés, medida 15 días tras el comienzo del estrés y 
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10 minutos tras el test de natación forzada (FST). La última medida de 10 minutos se 

utilizó como indicador de la reactividad del eje HHA a un estresor heterotípico, i.e. FST.  

 Los tubos fueron centrifugados a 6000 rpm en una microcentrífuga (Heraeus 

Biofuge Fresco, Alemania) y el sobrenadante almacenado a -80ºC. Finalmente, los 

niveles de corticosterona se determinaron por medio del kit de inmunoensayo enzimático 

con sensibilidad de 27 pg/ml, conforme a las instrucciones del fabricante (Assay 

Designs/Stressgen, Ann Arbor, Michigan, Estados Unidos) y utilizando el lector de 

microplacas para absorbancia Tecan Sunrise con el software Magellan (Mannedorf, 

Zurich, Suiza). 

 

 5.2.9. Análisis estadísticos 

 

Los datos de conducta, qPCR y Western-blot fueron analizados con un ANOVA 

factorial seguido por el método post hoc de la diferencia mínimamente significativa de 

Fisher (LSD) para diferencias entre pares de grupos, cuando se consideró necesario. Por 

otro lado, la relación entre el balance excitatorio/ inhibitorio, la respuesta neuroendocrina 

y la conducta fue estudiada por medio de correlaciones de Pearson. Para reducir los datos 

neurobiológicos estudiados (GR, CORT, ratio VGLUT1/VGAT) y observar la posible 

asociación con la conducta (preferencia por la sacarina y parámetros en el test de natación 

forzada), se llevó a cabo un análisis de componentes principales. Esta aproximación 

multivariante es utilizada frecuentemente para agrupar variables en dimensiones 

independientes (factores) y observar su relación entre ellas (Balaban et al., 2014; Castilla-

Ortega et al., 2015). Para asegurar el buen ajuste estadístico del modelo, incluso cuando 

el número de sujetos es limitado, se consideró un índice de adecuación muestral Kaiser-

Meyer-Olkin (índice KMO) mayor de 0,5 (Balaban et al., 2014). Seguidamente, se 
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obtuvieron las puntuaciones factoriales representativas de cada grupo (control, vehículo 

con estrés y LPA con estrés) en cada factor y se utilizó un ANOVA de una vía para 

determinar las diferencias significativas entre grupos. La significación estadística fue 

considerada si el valor de p<0,05 y tendencia a la significación cuando el valor de p se 

encontraba situado entre 0,05 y 0,1 (0,05≤ p ≤0,1). 

 

    5.3. RESULTADOS 

 

 5.3.1. Test de preferencia por la sacarina  

 

  El ANOVA de dos vías mostró un efecto de interacción Tratamiento X Estrés en 

la preferencia por la sacarina (F(1,26)=10,57, p<0,005). En este sentido, el tratamiento con 

LPA aumentó la preferencia por la sacarina en el grupo sin estrés crónico en comparación 

con el grupo vehículo (LSD p<0,05; Figura 45). Sin embargo, en presencia de estrés 

crónico, la administración crónica de LPA redujo los niveles de preferencia por debajo 

del umbral de anhedonia (65%; Strekalova et al., 2004), siendo significativa la diferencia 

entre el grupo LPA con estrés con respecto a los grupos vehículo sin estrés (LSD 

p<0,005), LPA sin estrés (LSD p<0,005) y vehículo con estrés (LSD p<0,05). No se 

observaron diferencias de grupo en la cantidad de líquido ingerido (x̅=4,50ml; 

SEM=0,18). 
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Figura 45. La administración crónica de LPA induce efectos opuestos en presencia o 

ausencia de estrés crónico. N=8 por tratamiento. * p<0,05 *** p<0,005 Diferencia con respecto 

al grupo vehículo sin estrés; # p<0,05 diferencia con el grupo vehículo con estrés; &&& p<0,005 

comparado con el grupo LPA sin estrés.  

 

5.3.2. Test de natación forzada 

 

El estrés crónico por inmovilización aumentó el periodo de inmovilidad en ambos 

grupos de tratamiento vehículo y LPA (Efecto de estrés; F(1,25)=10,14, p<0,005; Figura 

46). Con respecto a la latencia de primera inmovilidad, el ANOVA de dos vías reveló un 

efecto de interacción Tratamiento X Estrés (F(1,26)=4,62, p<0,05), observándose una 

reducción de la latencia en el grupo LPA sometido a estrés crónico con respecto al grupo 

vehículo con estrés (LSD, p<0,05). Tanto el aumento de la inmovilidad como la reducción 
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de la latencia en FST son medidas sensibles para detectar conductas de tipo depresivo en 

roedores (Castagné, Porsolt y Moser, 2009; Porsolt, Le Pichon y Jalfre, 1977). 

 

Figura 46. Efectos del estrés y la administración crónica de LPA en el test de natación 

forzada. El estrés crónico aumenta la inmovilidad independientemente del tratamiento (a) y el 

LPA reduce la latencia de primera inmovilidad solo en situaciones de estrés crónico (b). N=8 por 

tratamiento. * p<0,05 diferencia con respecto a los grupos sin estrés; # p<0,05 diferencia con el 

grupo LPA sin estrés; $ p<0,05 comparado con el grupo vehículo con estrés. 

 

 5.3.3. Balance excitatorio/inhibitorio 

 

 Los genes examinados en el hipocampo dorsal y ventral permitieron explorar el 

balance excitatorio-inhibitorio tras el estrés crónico y la infusión continua de fármacos. 

En el hipocampo dorsal, no se observó efecto de tratamiento o estrés en ninguno de los 

marcadores (NR1, GAD67, VGAT y VGLUT1; Figura 44). Sin embargo, en el 

hipocampo ventral, el ANOVA de una vía reveló diferencias estadísticamente 

significativas en VGAT (F(2,19)=3,41; p<0,05) y la ratio VGLUT1/VGAT (F (2,19)=4,30; 

p<0,05; Figura 47). Los análisis a posteriori revelaron que la administración crónica de 

LPA junto con el estrés crónico indujo una reducción significativa de VGAT (LSD: 

p<0,05; Figura 47) y un incremento de la ratio VGLUT1/vGAT (LSD: p<0,05; Figura 

47).  
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Figura 47. Alteración del balance excitatorio/inhibitorio en el hipocampo ventral de ratones 

sometidos a estrés crónico y tratados crónicamente con LPA. El grupo LPA con estrés 

presenta una reducción de VGLUT1 que conlleva una ratio elevada de VGLUT1/VGAT en 

comparación con el grupo control y el grupo vehículo con estrés. N=8 por tratamiento. * p<0,05 

diferencia con el grupo control; # p<0,05 diferencia con respecto al grupo vehículo con estrés. 

  

 5.3.4. Respuesta del eje HHA 

 

La influencia de la interacción entre estrés y tratamiento farmacológico en los 

niveles hipocampales de receptores de mineralocorticoides (MR) y glucocorticoides (GR) 

fue examinada por medio de PCR cuantitativa. Con respecto al MR, ni el estrés crónico 

ni el tratamiento con LPA indujeron cambios en la expresión de ARNm de este receptor 

(F(2,20)=1,29, p>0,05; Figura 48). En referencia al ARNm del GR, se observaron 

diferencias significativas entre grupos en el hipocampo dorsal (F(2,20)=8,56; p<0,005; 

Figura 45). En concreto, los grupos que fueron sometidos al protocolo de estrés mostraron 

una reducción de los niveles de GR (Figura 48), especialmente pronunciado en el caso 

del grupo administrado con LPA (LSD p<0,01). No se observaron diferencias 

significativas entre grupos en el hipocampo ventral.  
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Figura 48. Reducción de la expresión del receptor de glucocorticoides en el hipocampo 

dorsal tras estrés crónico.  N=8 por tratamiento. * p<0,05 ** p<0,01 diferencia con el grupo 

control. 

 

Los datos de ARNm de GR fueron corroborados por medio del análisis de 

proteínas mediante la técnica Western-Blot. Así, el estrés crónico redujo la expresión de 

GR en ambos tratamientos (F(2,19)=5,48; p<0,05; LSD: p<0,05 para vehículo y p<0,01 

para LPA; Figura 45).  
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En relación con posibles cambios en los niveles de corticosterona, se realizaron 

tres medidas en diferentes momentos: basal (previa al tratamiento), a los 15 días de estrés 

crónico por inmovilización, y 10 minutos tras el test de natación forzada (Figura 46). El 

ANOVA de dos vías mostró una interacción estadísticamente significativa entre 

tratamiento y estrés en las medidas realizadas a los 15 días del inicio del estrés (medida 

crónica; F(1,25)=4,42; p<0,05) y a los 10 minutos del FST (medida aguda; F(1,24)=4,39; 

p<0,05). En este sentido, no hubo diferencias significativas en los niveles basales, pero 

tras la administración crónica de LPA junto con estrés crónico los animales respondieron 

con hipercorticosteronemia (medida realizada a los 15 días) en comparación con el resto 

de grupos (LSD, p<0,05; Figura 49). A los 10 minutos del estresor agudo, se observó una 

reducción significativa de la liberación de corticosterona en el grupo administrado 

crónicamente con LPA con respecto a los demás grupos analizados (LSD, p<0,05).  
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Figura 49. Análisis de los niveles de corticosterona en tres momentos temporales. La 

administración crónica de LPA en combinación con estrés crónico indujo una liberación 

aumentada de corticosterona, mientras que la administración de LPA sin estrés redujo la respuesta 

aguda de CORT 10 minutos después del estresor agudo (FST). N=8 por tratamiento. _*_ p<0,05 

diferencia con respecto al resto de grupos experimentales. 

 

De forma interesante, los altos niveles de corticosterona encontrados en el grupo 

de LPA con estrés correlacionaron con la expresión disminuida del GR en este mismo 

grupo (r=-0,89; p<0,05). Por otro lado, el análisis de componentes principales, resultó en 

la extracción de dos componentes (Tabla 4). El Factor 1 agrupó a las variables preferencia 
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por la sacarina (0,76) y la expresión hipocampal de GR (0,76) con puntuaciones 

factoriales positivas, y en negativo los niveles de corticosterona tras estrés crónico (-0,60) 

y la ratio VGLUT/VGAT (-0,72). Por su parte, el Factor 2 mostró valores positivos en el 

tiempo de inmovilidad en FST (0,82) y los niveles de corticosterona tras estrés crónico 

(0,60), mientras que se mostró una relación negativa con la latencia de primera 

inmovilidad. La variable corticosterona tras estrés crónico puede considerarse, por tanto, 

como una “variable compleja” en el análisis de componentes principales debido a su 

puntuación factorial que tiene un peso significativo en ambos componentes (0,60), 

aunque en sentidos opuestos (Yong y Pearce, 2013). El Factor 1 podría ser categorizado 

como conducta hedónica y el Factor 2 como desesperanza conductual.  

 

Tabla 4. Análisis de componentes principales de la conducta animal de depresión y medidas 

biológicas asociadas. En negrita se encuentran indicados las puntuaciones factoriales interpretables 

(≥0,60). Las variables con una puntuación negativa se encuentran inversamente relacionadas con el 

factor. Método de rotación Varimax con Kaiser. La rotación convergió en 3 iteraciones. Índice de 

adecuación muestral KMO=0,71; χ²=34,73; P<0,005. 

  

  
Componentes principales 

Medidas Factor 1 

(Conducta 

hedónica) 

Factor 2  

(Desesperanza 

conductual) 

Preferencia por la sacarina (%) 0,76 -0,33 

Latencia de primera inmovilidad (s) 0,27 -0,84 

Inmovilidad (s) 0,10 0,82 

Niveles de GR en el hipocampo dorsal (ARNm) 0,76 -0,19 

Niveles de CORT tras estrés crónico -0,60 0,60 

Ratio vGlut1/vGAT en el hipocampo ventral -0,72 -0,15 

Autovalor 2,12 1,89 

% de la varianza explicada (Acumulativa) 35,25 66,70 
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 El ANOVA de una vía reveló diferencias entre grupos en las puntuaciones 

factoriales del Factor 1 (F(2,20)=7,44, p<0,005) y Factor 2 (F(2,20)=6,34, p<0,01). El análisis 

post hoc LSD reveló que el grupo administrado de forma crónica con LPA mostró la 

puntuación factorial significativamente más baja en la conducta hedónica y más alta en 

la desesperanza conductual, respectivamente (Figura 50). 

 

Figura 50. Análisis de las puntuaciones factoriales por grupos. La administración crónica de 

LPA en combinación con el estrés crónico presentó una puntuación significativamente menor en 

el Factor 1 (conducta hedónica) y mayor en el Factor 2 (desesperanza conductual) con respecto 

al grupo control y grupo vehículo con estrés. N=8 por tratamiento. *** p<0,005 comparado con el 

grupo control; # p<0,05 diferencia con el grupo vehículo con estrés; 

 

    5.4. DISCUSIÓN  

 

 Pese a los beneficios a nivel conductual observados tras la administración crónica 

de LPA C18:1 200 nM, y los efectos beneficiosos de este tratamiento en la plasticidad 

cerebral (Rosell del Valle et al., No publicados), en este estudio se observó que, en 

situaciones de estrés crónico, el LPA paradójicamente exacerbó el impacto del estrés no 

solo en la conducta examinada, sino también en los genes y proteínas hipocampales 

analizados y en la liberación de corticosterona. En concreto, la infusión crónica icv de 

LPA C18:1 parece afectar la conducta hedónica y la inmovilidad en FST, agravando los 

efectos inducidos por estrés crónico. Junto a los efectos observados a nivel conductual, 

este tratamiento indujo cambios en la expresión de marcadores del balance excitatorio/ 



                                                                                                        Bloque Experimental 3 

 

146 

 

inhibitorio en el hipocampo ventral, así como en la expresión del GR en el hipocampo 

dorsal. De forma importante, se observó unos niveles muy elevados de corticosterona a 

los 15 días del inicio del protocolo de estrés en los ratones administrados con LPA. En 

resumen, estos datos indican que la administración continua con LPA puede incrementar 

la vulnerabilidad a las consecuencias negativas del estrés, probablemente a través de la 

desregulación del eje HHA y alteraciones en el balance excitatorio/inhibitorio en el 

hipocampo. 

 La anhedonia, como uno de los principales síntomas de la depresión modelizable 

en animales, es también uno de los correlatos conductuales comunes tras protocolos de 

estrés crónico (Der-Avakian y Markou, 2012; Heshmati y Russo, 2015; Loonen e 

Ivanova, 2016; McMakin et al., 2012; Pizzagalli, 2014). En este estudio, el estrés crónico 

por inmovilización redujo la preferencia por la sacarina por debajo del umbral de 65% 

(Strekalova et al., 2004), indicando una menor respuesta a refuerzos (Kleen, Sitomer, 

Killeen y Conrad, 2006; Mateus-Pinheiro et al., 2014). En esta línea, la administración 

crónica con LPA aumentó la diferencia con respecto al grupo vehículo, potenciando los 

efectos del estrés crónico.  

 Por otra parte, la evaluación de la desesperanza conductual medida con el FST es 

una respuesta habitual en animales tras la aplicación de protocolos de estrés (Becker et 

al., 2008; Bogdanova, Kanekar, D’Anci y Renshaw, 2013; Chiba et al., 2012; Veena, 

Srikumar, Raju y Shankaranarayana Rao, 2009). En este sentido, y acorde con la literatura 

previa (Cryan y Mombereau, 2004; Cryan, Markou y Lucki, 2002; Pittenger y Duman, 

2008), los grupos de estrés crónico presentaron una mayor inmovilidad y una reducción 

en la latencia de primera inmovilidad, interpretada como una reducción en la motivación 

intrínseca de escape (Mosienko et al., 2012). En esta tarea también se maximizó el efecto 

del estrés en el grupo tratado con LPA. En conjunto estos datos ponen de manifiesto la 
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importancia de la vía de señalización a través del receptor LPA1 en la vulnerabilidad a 

desarrollar síntomas depresivos ante situaciones estresantes.  

El componente conductual podría estar asociado con las alteraciones 

neurobiológicas derivadas del estrés crónico (Pizzagalli, 2014) y la administración 

crónica de fármacos relacionados con el receptor LPA1. Así, el estrés puede provocar un 

impacto duradero en la estructura y función del cerebro. En concreto, el hipocampo es 

una estructura diana por su alta densidad de receptores de glucocorticoides (Orlovsky, 

Dosenko, Spiga, Skibo y Lightman, 2014) y por su participación en el balance excitatorio/ 

inhibitorio (Kim, Nunes, Oliveira, Young y Lafer, 2016). En este experimento, no 

encontramos cambios en el balance excitatorio/ inhibitorio en el hipocampo dorsal, lo 

cual coincide con evidencia previa (Elizalde et al., 2010; Farley, Dumas, El Mestikawy y 

Giros, 2012; Venzala, García-García, Elizalde y Tordera, 2013). Sin embargo, 

encontramos una alteración específica en la expresión de VGAT en el hipocampo ventral 

de animales tratados con LPA más estrés. Esta alteración podría afectar el equilibrio 

excitatorio/inhibitorio por la alteración de transmisión GABAérgica. De hecho, el 

tratamiento con LPA incrementó la ratio VGLUT1/VGAT, inclinando la balanza hacia la 

excitabilidad.  

En roedores, el hipocampo ventral se ha relacionado con la regulación emocional 

(Schoenfeld, Rada, Pieruzzini, Hsueh y Gould, 2013), jugando un papel importante en el 

afrontamiento del estrés y el control de estado de ánimo (Bannerman et al., 2004; 

Fanselow y Dong, 2010; Snyder et al., 2011). Una señal inhibitoria aumentada por el 

incremento de la expresión de VGAT se ha relacionado no solo con la prevención de la 

activación de neuronas hipocampales excitatorias inducida por estrés, sino que también 

podría tener efectos ansiolíticos (Schoenfeld et al., 2013). Además, ratas con un fenotipo 

anhedónico inducido por estrés mostraron un incremento de excitación en el hipocampo 
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ventral (Ritov, Boltyansky y Richter-Levin, 2015). Estos datos irían en la línea de lo 

encontrado en este estudio, pudiendo estar relacionado el aumento de la excitabilidad del 

hipocampo ventral en el grupo de animales estresados y administrados con LPA con la 

anhedonia mostrada.  

Por otra parte, teniendo en cuenta que los niveles elevados de la hormona del estrés 

(cortisol en humanos, corticosterona en roedores) se ha asociado con psicopatologías 

como la depresión (Gao et al., 2014; Saaltink y Vreugdenhil, 2014), se determinaron los 

niveles de corticosterona en plasma. En los grupos de estrés con tratamiento crónico de 

LPA se observó una mayor liberación de corticosterona a los 15 días del estrés crónico, 

lo cual junto a la reducción de GR hipocampal concuerda con una sensibilización del eje 

HHA (Belda, Fuentes, Daviu, Nadal y Armario, 2015). Así, el mecanismo de 

retroalimentación negativa del eje HHA estaría alterado al menos a nivel hipocampal, al 

no detectar esos niveles elevados de corticosterona y por lo tanto no frenar la respuesta 

de estrés (McEwen y Gianaros, 2011). Con respecto al MR, no encontramos diferencias 

significativas en ninguna de las condiciones. No obstante, la literatura no demuestra un 

efecto claro del estrés crónico sobre el MR hipocampal, observándose en ocasiones un 

aumento de este receptor (Meyer et al., 2001), una disminución (Herman, Watson y 

Spencer, 1999) o ningún efecto (Füchsl y Reber, 2016). En este sentido, un protocolo 

similar al utilizado en este estudio de estrés crónico por inmovilización de 21 días 

tampoco encontró diferencias en la expresión de MR (Touyarot y Sandi, 2002). A su vez, 

la afectación selectiva de los GR frente a los MR pondría de manifiesto la vulnerabilidad 

de los GR ante niveles elevados de glucocorticoides cuando los MR están saturados por 

su mayor afinidad (Chen, Tang y Yang, 2008; Gądek-Michalska, Spyrka, Rachwalska, 

Tadeusz y Bugajski, 2013; Joëls, 2011; de Kloet, Joëls y Holsboer, 2005; Meyer et al., 

2001; Mizoguchi, Ishige, Aburada y Tabira, 2003). En conjunto, estos datos indicarían 
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que la manipulación farmacológica del receptor LPA1 con LPA ante la presencia de estrés 

podría favorecer las alteraciones neuroendocrinas que contribuyen al desarrollo de 

síntomas depresivos.  

Todos estos datos, revelan que la administración crónica de LPA, al menos, en 

situaciones de estrés crónico, inducen un fenotipo conductual similar al observado en 

ratones que carecen del receptor LPA1. Aunque el mecanismo responsable de los efectos 

observados no ha sido explorado, debido a la internalización que sufre el receptor LPA1 

tras su estimulación continuada (Mirendil et al., 2015), siendo un mecanismo dependiente 

de la concentración de LPA (Murph, Scaccia, Volpicelli y Radhakrishna, 2003), es 

razonable asumir que la administración continuada de LPA podría reducir el número de 

receptores en membrana, lo que se traduciría en un antagonismo funcional. Sin embargo, 

otros mecanismos responsables del efecto paradójico de la administración continuada del 

LPA en situaciones de estrés deben ser explorados. 

Independientemente del mecanismo responsable de los efectos observado y en 

relación a los datos obtenidos con el análisis de componentes principales, se ha observado 

que una baja expresión del gen para el receptor GR, altos niveles plasmáticos de CORT 

después del estrés crónico e incrementada ratio excitación/inhibición en el hipocampo 

ventral estarían relacionados con anhedonia, en cambio, la conducta de desesperanza con 

hipercortisolemia. El tratamiento crónico con LPA en animales estresados afectó de 

forma significativa a ambos componentes, induciendo este tratamiento mayor 

desesperanza y anhedonia que el estrés o la situación control sin ningún tratamiento. 

En resumen, en este Bloque Experimental III hemos descrito los efectos de la 

administración crónica icv del agonista del receptor LPA1, LPA C18:1, en ratones 

sometidos a un protocolo de estrés crónico por inmovilización. El tratamiento con LPA 

incrementó las consecuencias negativas del estrés sobre la conducta hedónica y de 
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afrontamiento al estrés, la excitabilidad del hipocampo ventral y la liberación de 

corticosterona asociada con una reducción del GR hipocampal. Estos resultados, junto 

con los provenientes del modelo knockout y la administración aguda de Ki16425, 

refuerzan la hipótesis de que la manipulación del receptor LPA1 modula la conducta 

emocional dependiente de hipocampo y tiene un papel clave en la respuesta adaptativa 

neuroendocrina, cuya alteración podría predisponer al individuo para el padecimiento de 

trastornos de tipo depresivo ante situaciones estresantes prolongadas en el tiempo.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 

1.- La ausencia genética del receptor LPA1 en los ratones maLPA1-nulos está asociada 

con un fenotipo depresivo caracterizado por síntomas de anhedonia, elevada reactividad 

emocional, desesperanza conductual, miedo y baja motivación. 

 

2.- Los ratones carentes del receptor LPA1 muestran una activación funcional aumentada 

en el sistema límbico en respuesta a un estresor agudo, en especial del núcleo 

paraventricular del hipotálamo y la amígdala en ausencia de regulación por parte del 

hipocampo. 

 

3.- Tanto los síntomas conductuales como las alteraciones en la activación y conectividad 

cerebral pueden ser revertidos con tratamiento antidepresivo con desipramina.  

 

4.- Dada la similitud del modelo animal carente del receptor LPA1 con las 

manifestaciones clínicas observadas en pacientes con depresión con características 

ansiosas, y el cumplimiento de los tres tipos de validez (aparente, de constructo y 

predictiva), el animal maLPA1-nulo puede ser propuesto como un modelo animal de 

depresión ansiosa. 
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5.- El antagonismo del receptor LPA1 mediante el tratamiento agudo 

intracerebroventricular con Ki16425 mimetiza parcialmente las alteraciones de 

comportamiento y la activación cerebral, tras el afrontamiento al estrés, observadas en 

animales maLPA1-nulos. 

 

6.- La administración crónica del agonista (LPA C18:1) del receptor LPA1 agravó las 

consecuencias del estrés crónico por inmovilización sobre la conducta emocional y el 

funcionamiento del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal. 

 

7.- La infusión crónica de LPA intracerebroventricular inclinó el balance hipocampal de 

excitación / inhibición hacia la excitabilidad, incrementando la ratio VGLUT1/VGAT. 
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VII. SUMMARY 

 

The identification of biological factors that increase the risk of developing mood 

disorders is key to progress towards effective prevention strategies and new potential 

therapeutic targets. In particular, unravelling the complex neurobiological bases of 

depression results crucial for improving diagnosis, prognosis and treatment. Recent 

research from our group highlight the essential value of the LPA1 receptor in mood, which 

genetic deletion could be involved in inducing central symptoms of depression and in 

affecting the brain’s reward and emotional-regulation circuits which normally serve to 

guide attention towards consumption of natural rewards and to regulate responses to 

aversive experiences. Part of the data and content were published in the open access 

journals ‘Translational Psychiatry’ and ‘Disease Models and Mechanisms’ both available 

online (Moreno-Fernández et al., 2017, DOI: 10.1038/tp.2017.24; Moreno-Fernández et 

al., 2018, DOI: 10.1242/dmm.035519). 

 The overall aim of the PhD thesis was to explore and understand the role of 

lysophosphatidic acid receptor 1 (LPA1) on mouse models of depression and the 

interaction with stress as the main precipitating factor of depression. This thesis is divided 

into three main parts, each one of which corresponds to one specific aim: 

1. First aim: determine the role of LPA1 receptor on depression-like behaviours and 

the underlying neurobiology by analysing the effects of the genetic deletion (null 

mice for LPA1 receptor). 

2. Second aim: determine the role of LPA1 receptor on depression-like behaviours, 

the underlying neurobiology and the neuroendocrine response by studying the 

effects induced by the administration of Ki16425, a selective pharmacological 

antagonism of the LPA1 receptor.  
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3. Third aim: study the effects of chronic administration of LPA1 receptor agonist, 

LPA C18:1, on emotional and brain changes induced by chronic restraint stress. 

 

1. The genetic absence of LPA1 receptor results in depression-like behaviour 

(Moreno-Fernández et al., 2017. Translational Psychiatry) 

In order to determine the contribution of the LPA1 receptor to depression, we 

studied depression-like behaviour in mice lacking the LPA1 receptor (i.e. maLPA1-null 

mice). In this sense, both brain activation and connectivity in emotion-related structures 

were analysed. Finally, we examined whether the administration of the antidepressant 

desipramine was able to reverse or reduce the behavioural symptoms and the underlying 

neurobiology dysregulation observed in maLPA1-null mice (Moreno-Fernández et al., 

2017). 

One of the two cores symptoms of depression, anhedonia or reduced capability to 

experience pleasure, can be modelled in mice (Der-Avakian & Markou, 2012; António 

Mateus-Pinheiro et al., 2014). In fact, decreased interest in pleasurable stimuli, such as 

sex and social interactions, is one of the key symptomatic criteria for major depression 

(Heshmati & Russo, 2015; Loonen & Ivanova, 2016; McMakin et al., 2012; Pizzagalli, 

2014). Taken as the criterion for anhedonia a preference for saccharin below 65% of the 

total drinking liquid (Strekalova et al., 2004), it is possible to consider that null animals 

exhibited a decreased ability to experience pleasure as compared to the control group 

(wild-type mice, WT). Additionally, to assess reward-seeking behaviour, and taking into 

account that social communication in rodents occurs primarily through olfactory cues 

(Malkesman et al., 2010) and a diminished sexual interest is observed in depressed 

patients (Kennedy & Rizvi, 2009), the time male rodents spent sniffing female estrus 
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urine was measured. In accordance with the decrease of preference for sucrose occurred 

in null animals, the reduction of spontaneous sniffing responses to urinary pheromones 

of the opposite sex, could indicate an impairment of appetitive behaviours in absence of 

the LPA1 receptors, exhibiting null mice anhedonic behaviour (Figure 1).  

 

Figure 1. MaLPA1-null mice display anhedonia. (a) Repeated measures ANOVA revealed an 

effect of genotype among the different doses of saccharin used (F(1,19)=4.86; p<0.05), being the 

saccharin preference lower in null mice and always below the hedonic threshold set at 65% 

(Strekalova et al., 2004). N=7 per genotype. (b) Knockout animals also showed significantly 

reduced sniffing time as a measure of reward seeking behaviour (Two-way ANOVA 

F(1,12)=4.96; p<0.05). N=6 per genotype. * p<0.05 time compared with WT. # p<0.05 time spent 

sniffing urine versus water. Moreno-Fernández et al. (2017). 

  

 Reduced nest building has been suggested to model aspects of major depression, 

such as loss of energy and reduced motivation. The WT mice were able to construct a 

nearly perfect nest within 1 h, whereas the maLPA1-null mice showed marked 

impairments at 1 h and 4 h after starting the nest building. The deficits persisted at 24 h 

after the tests, although to a lesser extent than that observed at short time intervals, 

suggesting a loss of energy in this genotype. Decreased energy or increased fatigue, in 

addition to a loss of interest, are core symptoms of depression (ICD-10 and DSM-5); 

American Psychiatric Association, 2013; World Health Organization, 1992) therefore, 
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the lower nest scores exhibited by the maLPA1-null mice are comparable to symptoms of 

depression, and these behaviours were rescued following treatment with an antidepressant 

(Figure 2). 

 

Figure 2. Nest building impairment in the absence of LPA1 receptor are reverted by 

desipramine. (a, b) MaLPA1-null mice performed poorly in the nest building test, showing lower 

nest scores (Deacon, 2012; Deacon, 2006) as measured in three consecutive days (Day 1: t18=-

2.65; p<0.05; Day 2: t18=-2.07; p=0.05; Day 3: t18=-2.59) and measured 1 and 4 hours after placing 

the nestlet (Genotype effect: F(1,18)=19.16; p<0.001; Time effect: F(1,18)=5.04; p<0.05). N=10 

per genotype. (c-e) Acute desipramine treatment reversed the score to levels similar to those 

observed in the control group (F(1,8)=20.51; p<0.005). DMI = Desipramine. * p<0.05 ** p<0.01 

difference from WT. # p<0.05 difference between time points. Moreno-Fernández et al (2017). 
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Behavioural despair is characteristic of depressive disorder and could be assessed 

in animals using FST and TST (Cryan & Holmes, 2005; Porsolt, Brossard, Hautbois & 

Roux, 2001). Although, many behavioural reactions in the TST and the FST can be 

observed as reflecting active defence mechanisms in reaction to aversive environment 

(Boulle et al., 2014), classically, in these tests immobility has been interpreted as 

reflecting depression–like behaviour in rodent (Cryan & Mombereau, 2004). 

Surprisingly, animals lacking of the LPA1 receptor not only showed a reduced immobility 

time, but also increased climbing behaviour (Figure 3). Thus, in WT animals whereas the 

duration of immobility increased over the FST and the time of climbing was reduced, 

confirming previous findings of the normal reaction to this test (Cryan, Valentino, et al., 

2005; Lockridge et al., 2013), in null mice the opposite effects were observed. Since in 

the water, swimming may be a proper behaviour emitted by the animal in order to avoid 

drowning (Cryan, Valentino, et al., 2005; Lucki, 1997; Narboux-Nême et al., 2011), and 

in null mice the reduction of immobility time did not lead to a concomitant increment in 

swimming, this pattern of behaviour would be interpreted as an anomalous reaction 

(Moreno-Fernández et al., 2017). 

A similar profile was observed during the TST, showing null mice, in comparison 

with WT, high value of energy and power of movement and reduced immobility. The 

behaviour pattern exhibited by animals lacking of the LPA1 receptor could indicate 

maladjustment of the reaction when faced with an adverse situation. Thus, whereas 

acquisition of immobility in the FST could be considered as an adaptive cognitive process 

to an inescapable situation (Molendijk & de Kloet, 2015), incremented climbing or power 

of movement in despair tests could be a desadaptative behaviour and may compromise 

the survival of the animal by exhaustion. Reduced immobility time and increased 

climbing in FST and TST has also been observed in an animal model of depression-like 



                                                                                                         Summary 

 

 

166 

 

episodes. Due to the actual validity of these test to measure antidepressant effects of drugs 

but no depression itself and considering that agitation could be a symptoms of depression, 

the anomalous behavioural pattern exhibited by animals during despair test could be 

reminiscent of depression-like behaviour. These energetic burst activity could be 

interpreted as an excessive emotional response (Boulle et al., 2014) similar to a panic-

like reaction to this particular stressful situation (Cryan, Valentino, et al., 2005; Lucki, 

1997). 

 

Figure 3. Mice lacking the LPA1 receptor showed altered stress-coping behaviour (FST and 

TST) together with fear and anxiety (ETM). (a) MaLPA1-null mice exhibited reduced 

immobility (t10=-3.24; p<0.05) and increased climbing (t10=3.12; p<0.05) compared to WT mice. 

The behavioural patterns differed between the two genotypes for immobility (Repeated measures 

ANOVA F(5,60)=5.34; p<0.001) and climbing (F(5,60)=6.91; p<0.001). N=7 per genotype. (b) 

In TST, maLPA1-null mice exhibited lower immobility (t14=-2.29; p<0.05) and higher energy 

(t14=4.33; p<0.001) and PM levels (t14=4.63; p<0.001) than the control group. N=8 per genotype. 

(c) Compared with WT mice, maLPA1-null mice showed higher baseline avoidance in the ETM 
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(F(2,30)= 3.79; p<0.05), indicating anxiety-like behaviour, without habituating during the test. In 

the third trial of the escape test, they took more time to leave the open arm (F(2,30)= 4.69, LSD: 

p<0.05), which is associated with the high proportion of freezing time (t12= 3.03; p<0.01). N=9 

per genotype. * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001 difference from WT; # p<0.05 or & p<0.05 

difference between time points in WT or maLPA1-null mice, respectively. ETM, elevated T-maze; 

FST, forced swim test; Imm, immobility; TST, tail suspension test. Moreno-Fernández et al. 

(2017) 

 

In fact, null mice showed an abnormal emotional responsivity in the T-maze (Figure 

3). Based on the assumption that unconditioned fear is associated with panic disorder, the 

escape behaviour on the ETM has been used to assess excessive emotional reaction such 

as panic-like behaviour in animals (Zangrossi & Graeff, 1997). After several exposures 

to this aversive situations, null mice displayed an inordinate amount of time to avoid this 

aversive situation. A careful analysis of our data revealed that increased escape latency 

was accompanied by incremented freezing, a behaviour that interfere with flight 

behaviour and could be considered as panic-like responses (Blanchard, Griebel & 

Blanchard, 2001; Borelli, Ferreira-Netto, Coimbra & Brandão, 2005; Borelli, Nobre, 

Brandão & Coimbra, 2004; Griebel, Blanchard & Blanchard, 1996). Moreover, longer 

response latencies were observed in this genotype when were first exposed to the passive 

avoidance platform, without changes throughout the test, which could indicate an 

unconditioned fear response, incremented basal anxiety as well as a habituation problem. 

In null mice, a general hiperreactivity to aversive stimulation could underlie behaviour in 

both tests.  

 Additionally, the interrelation between anxiety and depression is frequently 

reported in epidemiological studies (Moffitt et al., 2007; Sandi & Richter-Levin, 2009; 

Starr, Stroud & Li, 2015; Wittchen, Beesdo, Bittner & Goodwin, 2003). Taken together, 

these results support a role of the LPA1 receptor in mood regulation, the alteration of 

which may be a susceptibility factor for depression. Since excessive reactivity to aversive 
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stimulation has been commonly associated with anxiety and depression (Estanislau et al., 

2011), the LPA1 receptor could be involved in the presence of depression/anxiety 

comorbidity. 

 

Figure 4. Antidepressant treatment with desipramine attenuates knockout agitation in TST. 

Agitation as a symptom of depression has been significantly attenuated after i.p. desipramine 

administration in mice lacking the LPA1 receptor. N=5 per genotype and treatment. * p<0.05 

Desipramine-treated WT mice compared with vehicle-treated WT mice; # p<0.05 DMI-treated 

maLPA1-null mice compared with vehicle-treated null mice. $$ p<0.01 $$$ p<0.005 vehicle-

treated null mice versus vehicle-treated WT mice. & p<0.05 vehicle treated WT mice compared 

with desipramine-treated null mice. 
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Figure 5. Subchronic desipramine treatment in saccharin preference and FST. Experimental 

procedure in which animals received two daily administrations of desipramine or vehicle.  

Chronic desipramine administration reversed the low saccharin preference and decreased despair 

behaviour in maLPA1-null mice. Desipramine treatment increased the latency to the first 

immobility period (Two-way ANOVA F(1,16)=4.44; p<0.05) and increased the adaptive active 

behaviour in the FST (Swimming F(1,16)=6.85; p<0.05). N=5 per genotype and treatment. ** 
p<0.01 with respect to WT animals. ## p<0.01 with respect to vehicle treatment.  
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Considering that dysfunctional changes within the highly interconnected ‘limbic’ 

regions have been implicated in depression (Höflich et al., 2018; Krishnan & Nestler, 

2008), it has been examined whether the absence of LPA1 receptor induced different 

pattern of activation and functional connectivity in the neurocircuit involved in mood 

regulation in basal state. For this reason, c-Fos expression was assessed as a measure of 

the functional activity. Thus, an incremented c-Fos expression in the Ce and CA3 has 

been observed in null compared with control mice. Amygdala hyperactivation could 

affect the ability to regulate emotion and induce maladaptative processing of emotional 

stimulus (Pedraza et al., 2014), resulting in the long-term in depressive dysfunction and 

anxious symptoms (Disner, Beevers, Haigh & Beck, 2011). Similarly, human neuroimage 

studies point to that limbic components appear to be clearly hyperactive in the depressed 

state (Fitzgerald, Laird, Maller & Daskalakis, 2008) and elevated baseline amygdala 

activity strongly correlated with dysphoric emotions (Drevets, 2001; Ressler & Mayberg, 

2007), and it has been associated with depressive symptom severity (Drevets, Bogers & 

Raichle, 2002; Hamilton & Gotlib, 2008; Sheline et al., 2001) and with subjective states 

of fear and anxiety (Shin & Liberzon, 2010).  
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Figure 6. Altered brain activation and connectivity in maLPA1-null mice. (a) Activity of the 

limbic and extralimbic regions involved in mood after behaviour was normalised to the relevant 

basal group. Structures were grouped into major brain subdivisions. (b) Significant correlations 

between c-Fos activation and behavioural parameters in the FUST and TST. (c, d) Data are 

presented for the three conditions: basal (upper), after FUST (middle) and after TST (lower). (c) 

Interregional correlation matrices reveal different limbic maps in the absence of LPA1 receptor, 

especially in basal and TST conditions. (d) Strongly correlated levels of c-Fos among structures 

(r ⩾±0.8; P ⩽0.05) are shown in the diagrams. Red lines indicate positive correlation, while blue 

lines illustrate negative correlations. BLA, basolateral amygdala; CA1, cornus ammonis 1; CA3, 

cornus ammonis 3; CE, central amygdala; d/vPAG, dorsal/ventral periaqueductal grey matter; 

DG, dentate gyrus; DRN, dorsal raphe nucleus; FUST, female urine sniffing test; IL, infralimbic 

cortex; lHb, lateral habenula; mHb, medial habenula; mPFC, medial prefrontal cortex; NAc, 

nucleus accumbens; NAcC, nucleus accumbens core; NAcSh, nucleus accumbens shell; PL, 

prelimbic cortex; PVN, paraventricular nucleus; TST, tail suspension test; VTA, ventral 

tegmental area. Moreno-Fernández et al. (2017). 
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Because functional brain activity is likely relevant to the behavioural outcome, the 

correlation between c-Fos expression and behaviour performance of the animals has been 

assessed. During FUST test, only in WT hedonic behaviour correlated with BLA and Acc 

activation, two regions that play an essential role in regulating emotional reactivity to 

hedonic stimuli. However, no correlation between Acc and hedonic behaviour was 

observed in null mice. Traditionally the activity of nucleus accumbens has been placed 

upon the putative role in appetitive motivation and positive reinforcement (Floresco, 

2015), which reduced response has been associated with a fail to trigger reinforcement 

mechanisms, and as a result, could impair the ability to exhibit hedonic responses (Disner 

et al., 2011). However, null mice showed an incremented Acc activation after completing 

FUST test, but taking into consideration that an increased activation of DRN and LHb, 

and considering that these two regions that have emerged as essential brain structures in 

the pathophysiology of depression (Li et al., 2013; Matsumoto & Hikosaka, 2007; 

Sartorius et al., 2010), it seems that Acc plays a role in reward control (Zhao, Zhang, 

Yang & Rusak, 2015), specifically in mediating aversion (Stamatakis & Stuber, 2012). 

These results, together with the decoupling between behaviour and Acc activation in null 

mice, could explain the reduced significant reduction in sexual interest observed in this 

genotype. 

Regarding TST, immobility was linked in WT group to functional activation of 

PVN and negatively to hippocampus, while high energy was related to increased 

activation of VTA activated and negatively with amygdala (Ce) activation. By contrast, 

although null mice showed a prominent increment of excitation in the PVN, the activity 

of this region correlated negatively with the time that the animals spent floating. However, 

the time of energy and PM exhibited by animals were linked to functional activation of 

CeA, together hippocampus in the case of PM. Hyperactivity of the amygdala and PVN, 
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associated with stress-induced neuroendocrine and molecular responses of the HPA axis, 

could affect the ability to regulate emotion (Pedraza et al., 2014) with a negative mood 

bias to result in long-term in depressive dysfunction and anxious symptoms. This pattern 

of functional activation during TST test could support the fact that reduced immobility 

time and increased climbing behaviour could be interpreted as anomalous emotional 

response to a stressful situation. 

However, the brain is structurally and functionally organized into a complex 

network that facilitates an efficient integration and segregation of information processing 

and behaviour regulation. Depression has been associated, along with functional brain 

changes, with disrupted brain network, including disrupted global integrity and regional 

connectivity (Gong & He, 2015). The alteration in brain connectivity has been even used 

as a biomarker of depression. Depressive episodes are associated with widespread 

functional brain changes (Hamilton et al., 2012; Meng et al., 2014; Savitz & Drevets, 

2009; Whitfield-Gabrieli & Ford, 2012; Zeng et al., 2012) which are detectable even 

during rest, indicating altered large-scale organization of intrinsic brain activity in 

depressive episodes. Strongly differences in the functional connectivity pattern was 

detected between genotypes in both rest state and after behavioural test (Figure 6). Taking 

into consideration the data of functional brain activation and its link with behaviour 

outcome, it is possible to conclude that each genotype yielded a different functional brain 

network reorganization. Disturbances in brain-wide network seem to be required for 

mediating depression-associated anhedonia (Lim et al., 2012) or dysfunctional stress 

coping (McEwen et al., 2015) and probably explain the appearance of depressive and 

anxiety symptoms in null animals (Loonen & Ivanova, 2016; Russo & Nestler, 2013; 

Tovote, Fadok & Lüthi, 2015). However, in any case, the methodology used here is not 

enough to describe the complex brain circuits involved in depression and anxious-like 
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behaviours nor the meaning of the functional connections involved and therefore it should 

be investigated further in future research.  

Finally, although it is not viable to fully model depression in animals due to the 

heterogeneity of the syndrome and the impossibility to modelled key symptoms of human 

depression in animals, such as guilt, suicidality and sadness, animal models are essential 

for understanding the neurobiology of psychiatric disorders (Hyman, 2008; Markou, 

Chiamulera, Geyer, Tricklebank & Steckler, 2009; Nestler & Hyman, 2010). The results 

presented here, together with accumulated data using LPA1-receptor lacking animals, 

would make it possible to consider LPA1-null mice as an animal model to anxious-

depression. In fact, as further illustrated in Table 1, this genotype would meet criteria for 

its validation as an animal model of anxious-depression. 

In summary, the LPA1 null animals could have an anxiety/depression-related 

phenotype, reflecting one clinical important aspect of neuropsychiatry, comorbidity. At 

the neural level, the absence of LPA1 receptor impaired the functional brain map required 

for normal hedonic behaviour (Lim et al., 2012) or stress coping (McEwen et al., 2015) 

and in consequence may partially account for the maladaptive behaviours observed in this 

genotype. Although, polymorphism in the LPA1 receptor in humans remains to be 

determined, we have identified for the first time the possible relation of the LPA1 receptor 

with anxious-depression, shedding light on the unknown neurobiological bases of these 

subtypes of depression (Ten Have et al., 2016; Ionescu, Niciu, Henter & Zarate, 2013) 

and opening the opportunity to explore new therapeutics target for the treatment of mood 

disorders. 
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Table 1. MaLPA1-null mice as a mouse model of depression with anxious distress. On white 

background, DSM-5 criteria for depression with anxious distress. On coloured background, 

validity criteria that maLPA1-null mice meet to be considered as a good animal models of anxious-

depression. Data are based in accumulated results and experimental results published prior to the 

Thesis and two publications derived from it: Moreno-Fernandez et al. (2017; 2018). 
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2. The injection of the LPA1 receptor antagonist Ki16425 induces maladaptive 

coping and dysfunctional brain activation (Moreno-Fernández et al., 2018. Disease, 

Models & Mechanisms) 

Animal models are essential to elucidate the neurobiology of depression, to test 

novel neurobiological hypotheses regarding depression-related outcomes, and to allow 

the identification of new targets for better and targeted therapy. We have previously 

proposed the possible participation of the LPA1 receptor in affective disorder; if 

dysfunctional, this receptor may induce vulnerability to the development of anxious 

depression (Moreno-Fernández et al., 2017), a prominent subtype of depression whose 

neurobiological bases remain unknown and whose treatment response is even worse than 

that of anxiety or depression alone (Richards et al., 2016). Because the participation of 

the LPA1 receptor in depression-like disorders has been proposed in a knockout model 

with a constitutive lifelong lack of this receptor, validation with pharmacological studies 

is necessary to assess the contribution of the LPA-LPA1 signalling pathway to mood 

disorders. Therefore, in this study, we studied the behavioural and brain outcomes of 

acute pharmacological blockade of the LPA1 receptor in two stress coping tests 

widely used to monitor behavioural despair and study depression in animal models, i.e., 

the FST and TST.  

Regarding the comparison of behavioural responses exhibited by animals in the 

FST and TST (Figure 7), we find that while some responses in both tests are similar 

between treatments (latency to first immobility in the FST and reduced immobility and 

increased energy in the TST), other responses are markedly different. In the FST, either 

increased immobility time or reduced immobility with the addition of increased 

struggling/climbing behaviour can be interpreted as reflecting depression-like behaviour 

in rodents, particularly when either reaction is coupled with reduced latency to first 
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immobility (Castagné et al., 2009). Antagonist-treated animals exhibited agitation 

behaviour only in the TST. The divergent behaviour of the antagonist-treated group in the 

FST and TST may be attributed to differences in both tests, especially considering that 

the TST is not a dry-land version of the FST (Cryan et al., 2005) and that the 

neurobiological pathways involved with these two models are likely not identical (Bai et 

al., 2001; Yoshikawa et al., 2002). On this note, several compounds such as rolipram, a 

selective phosphodiesterase-4 inhibitor, and levoprotiline, which acts as an 

antihistamine, reduce immobility in the FST but are reportedly inactive in the TST (R. 

Porsolt & Lenegre, 1992). By contrast, selective serotonin reuptake inhibitors reduce 

immobility more consistently in the TST than in the FST (reviewed in Porsolt & Lenegre, 

1992). Moreover, quantitative trait loci (QTL) analysis using C57BL/6 mice has 

identified different genes that may contribute to different immobility responses in the 

TST and FST (Yoshikawa et al., 2002). Overall, pharmacological blockade of the LPA1 

receptor induced depression-like behaviour and engaged dysfunctional mechanisms to 

cope with the aversive situation. 
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Figure 7. Pharmacological antagonism of LPA1 receptor altered stress coping in FST and 

TST. Acute Ki16425 administration exerted opposite effects on the immobility time in between 

FST (a) (t25=-3.10; p<0.005) and TST (b) (t9=2.38; p<0.05). Additionally, Ki16425 injection 

reduced latency to first immobility (t25=1.89; p<0.05) and incremented energy in TST (t9=2.41; 

p<0.05) compared to control group. Veh FST, n=11; Ki16425 FST, n=17. (b) Veh TST, n=7; 

Ki16425 TST n=6. * p<0.05 *** p <0.005 compared to vehicle. FST, forced swim test; TST, tail 

suspension test. 

 

On the other hand, although the neurobiological substrate of anxious depression 

is not yet completely known, the hippocampus is, from a neuroanatomical point of view, 

one of the most important regions for understanding both categorical and dimensional 

aspects of anxiety and depression. This region is consistently implicated in anxiety-

relevant and depression-relevant processes, such as threat processing, reward and 

motivation, affect regulation, and memory (Oathes et al., 2015). In our study, the 
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hippocampi of animals under Ki16425 treatment increased the level of functional activity 

in comparison with veh-treated group (Figure 9). In the antagonist-treated group, the 

reduction of PAG activity may be linked to negative affect (Mickley et al., 2011; Miczek 

et al., 1999). In addition, after FST, the activation of the hippocampus accompanied by 

augmented activity of the LHb, which has been correlated with aversive states (Margolis 

& Fields, 2016), may be at least part of the substrate responsible for the increased 

immobility time (Yang et al., 2008).  

However, the brain is organised into a complex network of interconnections that 

enables, among other functions, emotional information processing and behaviour 

regulation. Functional connectivity may be defined by the functional co-activation of 

spatially distributed brain regions (Tadayonnejad & Ajilore, 2014). Along with functional 

changes in the brain, depression and anxiety have been associated with disrupted brain 

networks (Gong & He, 2015; Tovote et al., 2015), responsible for maladaptive processes 

underlying these diseases (Hakamata et al., 2017; Rosenbaum et al., 2017). Ki16425 

treatment induced changes in the functional brain map in comparison with the vehicle 

group (Figure 9).  
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Figure 8. Effect of Ki16425 in the brain response to FST. (a) Brain activation data from 

Ki16425-treated animals were normalised to those from the veh-treated group. (b) Interregional 

correlation maps for i.c.v. treated mice are displayed, along with diagrams (c) showing strong, 

significant correlations. (r ⩾ ±0.8; p ⩽ 0.005)). Veh, n=5; Ki16425, n=5. AcbC, nucleus 

accumbens core; AcbSh, nucleus accumbens shell; BLA, basolateral amygdala; CeA, central 

amygdala; DRN, dorsal raphe nucleus; d/vCA1, dorsal/ventral cornu ammonis 1; d/vCA3, 

dorsal/ventral cornu ammonis 3; d/vDG, dorsal/ventral dentate gyrus; d/vPAG, dorsal/ventral 

periaqueductal grey matter; FST, forced swim test; IL, infralimbic cortex; LHb, lateral habenula; 

mHb, medial habenula; mPFC, medial prefrontal cortex; NAc, nucleus accumbens; PL, prelimbic 

cortex; PVN, paraventricular nucleus; VTA, ventral tegmental area. 

 



                                                                                                         Summary 

 

 

181 

 

In summary, these data provide evidence that the LPA1 receptor is involved in 

adaptive coping strategies, revealing that LPA1 pathways may be critical in the 

pathogenesis of depression. The present findings extend the former conclusions that the 

maLPA1-null mice represent a good animal model of anxious depression, corroborating 

previous experimental evidence. Moreover, our data provide supporting evidence that the 

LPA1 receptor plays an essential role in emotional and mood regulation. These results 

open the opportunity to develop LPA1-receptor-targeted drugs that may be useful for the 

treatment of depression. 

 

3. Chronic LPA treatment aggravates depression-like behaviours and 

neuroendocrine alterations induced by chronic restraint stress   

 The identification of biological factors that increase the vulnerability of negative 

consequences of stress and constitute a risk factor for developing mood disorders is useful 

for developing effective prevention strategies and for finding new potential therapeutic 

targets. The results of our study emphasize that chronic pharmacological LPA1 receptor 

manipulation by chronic agonist (LPA C18:1) administration under chronic stress 

exacerbates the impact of stress not only on behaviour but also on hippocampal genes and 

proteins expression and hormonal dysregulation.  
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Figure 9. Experimental design.  

 

 In particular, chronic administration of LPA appears to affect hedonic behaviour 

and despair response in FST, increasing preference in basal conditions but aggravating 

the effects induced by chronic stress. These outcomes were accompanied by changes in 

the expression of gene related with excitatory/inhibitory balance in the ventral 

hippocampus as well as expression of genes and proteins for GR in the dorsal 

hippocampus. Additionally, hypercorticosteronemia was observed in animals with 

continuous LPA treatment after chronic stress (15 days). Taking together, these data 

indicate that continuous LPA administration may increase vulnerability to negative 

consequences of chronic stress probably exacerbating the dysregulation of the 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and disrupting excitatory/inhibitory balance 

in the ventral hippocampus. Chronic LPA treatment together with chronic stress induced 

a decreased ability to experience pleasure, potentiating the noxious effects of stress. 
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Figure 10. Chronic stress reduced saccharin preference. LPA treatment alone enhanced 

saccharin preference but aggravated the anhedonic effect when combined with chronic stress 

(Two-way ANOVA, Treatment x Stress F(1,26)=10.57, p<0.005). LSD * p<0.05 *** p<0.005 

compared to vehicle group without stress; # p<0.05 difference with respect to vehicle-treated 

group submitted to chronic stress; &&& p<0.005 compared to LPA-treated group without stress.  

 

Behavioural despair is characteristic of depressive disorder and can be assessed in 

animals using FST. Although, many behavioural reactions in the FST can be observed as 

reflecting defence mechanisms response to an aversive environment and could indicate 

depressive-like behaviour (Cryan et al., 2002), classically, immobility has been 

interpreted as reflecting depression–like behaviour in rodent (Cryan & Mombereau, 

2004). The effect of stress on immobility has been widely documented (Becker et al., 

2008; Bogdanova et al., 2013; Chiba et al., 2012; Veena et al., 2009), supporting that 

stress can predispose an individual to develop depression (Pittenger & Duman, 2008). In 

animals submitted to chronic moderate stress protocol by restraint were observed a 

reduced latency to the first immobility period (interpreted as a reduction in intrinsic 

motivation to escape the situation) (Mosienko et al., 2012) and incremented total time of 

immobility. Chronic LPA administration further exacerbated the effect of stress. All these 

outcomes strongly support the hypothesis that LPA1 receptor signalling pathways is 

involved in the regulation of emotional behaviours, in particular in adverse situations, 
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maximising the negative consequences of stress, and could be involved in the 

development of depressive-like behaviours. 

 

Figure 11. Chronic stress and treatment effects on FST. (a) Chronic stress increased the time 

of immobility (Stress effect; F(1,25)=10.14, p<0.005). (b) Two-way ANOVA revealed interaction 

effect (Treatment x Stress effect; F(1,26)=4.62, p<0.05). In this sense, animals chronically treated 

with LPA showed lower latency than the vehicle treated group only in the stress condition. LSD 

* p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.005. Fisher LSD: vehicle and LPA vs control; 

 

Stress can have a lasting impact on the structure and function of brain that results 

in changes in mood and motivation among other behaviours (Pizzagalli, 2014). 

Hippocampus is a target of stress (Orlovsky et al., 2014), constituting the balance of 

inhibitory and excitatory input crucial to emotional regulation (Kim et al., 2016). A proper 

excitation-inhibition balance seems key for the control of the stress system. However, in 

dorsal hippocampus, changes in the expression of genes used as markers of 

excitatory/inhibitory balance have not been observed in our animals. Alterations in the 

expression of genes examined in our study have not always been found after stress, 

depending on experimental procedure and the period of life in which stress protocol has 

been used. In particular, periods during which significant brain re-organization occur, 

such as perinatal (Welberg & Seckl, 2001) or peripubertal phase (Márquez et al., 2013; 

Tzanoulinou et al., 2014), are more sensitive than adult period to stress effects. With 
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exceptions, recent studies conducted in adult animals have shown that chronic stress did 

not induced any changes in the expression of genes used as markers of 

excitation/inhibition balance in dorsal hippocampus that support our data (Elizalde et al., 

2010; Farley et al., 2012; Venzala et al., 2013). However, in ventral hippocampus, the 

chronic administration of LPA decreased VGAT mRNA expression, and probably may 

alter excitatory signalling through changes in GABAergic transmission. In fact, LPA 

treatment increase VGLUT1 to VGAT ratio inclining the balance in favour of excitability.  

 

 

Figure 12. Excitation/inhibition balance in dorsal and ventral hippocampus. Chronic LPA 

treatment combined with chronic stress reduced VGAT mRNA levels in the ventral hippocampus 

(One-way ANOVA F(2,19)=3.41, p<0.05) and thus increased the VGLUT1/VGAT 

(F(2,19)=4.30, p<0.05). No significant differences were found in the dorsal hippocampus in any 

of the genes examined. * p<0.05 significant differences with the control group; # p<0.05 

significant differences with the vehicle group. 

 

In rodents, the ventral hippocampus has been linked to emotional regulation 

(Schoenfeld et al., 2013), playing a relevant role in coping with stress and control general 

affective states (Bannerman et al., 2004; Fanselow & Dong, 2010; Snyder et al., 2011). 

However, although there is evidence about the involvement of ventral hippocampus in 

mood regulation, little is known about the underlying molecular mechanisms. Among the 
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molecular players involved in mood, the balance between excitation/inhibition in ventral 

hippocampus seems to be required. Thus, augmented inhibitory signal by increment of 

VGAT expression, has been related not only with the prevention of stress-induced 

activation of excitatory neurons in the hippocampus, but may also underlie anxiolytic 

actions (Schoenfeld et al., 2013). By contrast, animals exposed to chronic mild stress had 

lower hippocampal GABA levels compared to controls (Grønli et al., 2007). Moreover, 

rats with anhedonic phenotype patterns induced by stress showed an increased degree of 

ventral hippocampus excitation (Ritov et al., 2015). Thus, an interesting observation 

stemming from our findings is the fact that chronic LPA administration impaired the 

excitatory/inhibitory equilibrium tipping the balance in favor of increased excitability on 

ventral hippocampus which could account for the behavioural phenotype observed. 

Although, the underlying molecular mechanisms of this unbalance are still unknown, 

CORT elevation could be related, as revealed by Pearson correlations data.  
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Figure 13. Glucocorticoid receptor levels are decreased by chronic stress. (a) No differences 

were observed in mRNA expression of MR in the dorsal hippocampus, however stress reduced 

the GR mRNA levels in both LPA and vehicle groups. (b) MR:GR ratio. (c) At protein levels, 

statistically significant reduction in the expression of GRs in the dorsal hippocampus was 

observed in both vehicle and LPA treated animals, being more significant in LPA treated animals. 

(d) In the ventral hippocampus, experimental treatments induced a reduced expression of GRs 

protein, although significant differences were not reached. * p<0.05; ** p<0.01; difference with 

control group. GR: Glucocorticoid receptor MR: Mineralocorticoid receptor. 
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On the other hand, considering that chronic high levels of CORT have been often 

associated with psychiatric diseases like depression (Gao et al., 2014; Saaltink & 

Vreugdenhil, 2014), the levels of CORT has been determined. Although no changes were 

observed in vehicle treated animals after 15 days of chronic stress, LPA treated animals 

showed hypercorticosteronemia that may be associated with the magnitude of despair 

behaviour induced by stress. Moreover, after heterotypic stress, animals submitted to 

chronic immobilization procedure showed HPA sensitisation considered as a state of 

hyper-responsiveness to other stressful situations (Belda et al., 2015). The hippocampus 

is involved in the modulation of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis through its 

connection with the hypothalamus and regulates the negative feedback to damper 

circulating CORT and stops the stress response (McEwen & Gianaros, 2011).  

For this reason and given what is known about the essential role played by 

glucocorticoid receptors in integrating the stress response, the determination of GR and 

MR genes expression in the hippocampus was conducted. Additionally, and due to 

alterations in GR gene expression have been observed, the GR proteins expression in 

dorsal and ventral hippocampus were examined. Regarding the stress-regulation of MR 

receptor in the hippocampal formation there is no consistent data in the literature, where 

MR mRNA was reported to be elevated (Meyer et al., 2001), not affected (Füchsl & 

Reber, 2016) or downregulated (Herman et al., 1999). In our study, the mRNA expression 

of the MR receptors was not affected by chronic stress (Figure 14), which is in agreement 

with previous findings using also the 21-day restraint stress model (Touyarot & Sandi, 

2002). LPA did not induce any effect on MR in neither the dorsal nor the ventral 

hippocampi.  
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Figure 14. Corticosterone analysis in the different moments. Chronic administration of LPA 

together with chronic stress increased CORT release (Treatment x Stress effect; F(1,25)=4.42; 

p<0.05), whereas LPA administration in basal conditions reduced the acute response to FST 

measured 10 minutes later (Treatment x Stress effect F(1,24)=4.39; p<0.05). _*_ p<0.05 

difference with respect to the rest of the experimental groups. 

 

 By contrast, a reduced expression and function of the GR have been proposed as 

relevant for the pathogenesis of stress-related psychiatric disorders (Holsboer, 2000; de 

Kloet et al., 2005). According to previously described (Chen et al., 2008; Gądek-

Michalska et al., 2013; Meyer et al., 2001; Mizoguchi et al., 2003), our data revealed that 

chronic stress decreased GR genes and proteins expression in dorsal hippocampus. LPA 

treated animals showed the greater reduction in GR protein expression, being closely 

correlated with CORT levels after 15 days of chronic stress. Both low GR levels in the 

hippocampus and increased CORT circulation indicates a dysfunction of the HPA axis 

after chronic stress in the LPA treated group that could increase the vulnerability to 

developing depression-like symptoms. Taking together, these data suggest that the LPA1 

receptor may play a role in the consequences of stress, that if modulated, could strengthen 

neuroendocrine disturbances that contribute to depressive symptoms. 

Chronic LPA administration, at least under chronic stress, mimicked the 

behavioral phenotype of LPA1-null mice. Thus, the absence of this receptor has been 

related with emotional dysregulation (Pedraza et al., 2014), dysfunctional coping of 
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chronic stress (Castilla-Ortega et al., 2011), impairments in excitatory (Blanco et al., 

2012; Musazzi et al., 2011) and inhibitory transmissions (Cunningham et al., 2006; 

Pedraza et al., 2014), exaggerated endocrine responses to emotional stimuli (Pedraza et 

al., 2014) and impairs adaptation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis after 

chronic stress (Castilla-Ortega et al., 2011). Because LPA1-receptors internalization has 

been observed after LPA administration (Mirendil et al., 2015), being a mechanism 

dependent upon LPA-concentration (Murph, Scaccia, Volpicelli, & Radhakrishna, 2003), 

is not unreasonable to assume that continuous LPA administration could induce a 

reduction of LPA1 receptor resulting in functional antagonism. 

However, irrespective of the processes responsible for this reduction in the LPA1 

receptors expression, the animals treated with LPA showed the most negative effects on 

behaviour and endocrine response and disturbances in excitatory/inhibitory balance in 

ventral hippocampus after chronic stress. As it has been mentioned above, these results 

are in consonance with those observed in maLPA1-null animals (Blanco et al., 2012; 

Castilla-Ortega et al., 2011; Pedraza et al., 2014).  

In summary, we have identified, for the first time, the effects of the continuous 

and chronic icv administration of LPA in animals submitted to chronic stress. LPA 

treatments exacerbated the behavioural negative consequences of chronic stress and 

induced hypercorticosteronemia, reducing the expression of GR in hippocampus and 

increasing the excitability on ventral hippocampus. The results of this study, together with 

data accumulated with LPA1-null mice, reinforce the assumption that LPA, mainly 

through the LPA1 receptor, regulates hippocampal-dependent behaviour and functions. 

Our data supports a role for LPA signalling, probably via LPA1 receptor, in emotional 

regulation that, if impaired, could be a vulnerability factor for depression and could 

potentially be targeted for antidepressants development.   
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CONCLUSIONS 

 

 

1.- The genetic absence of LPA1 receptor in maLPA1-null mice is related to a depressive 

phenotype characterised by symptoms of anhedonia, increased emotional reactivity, 

behavioural despair, fear and low motivation.  

 

2.- Mice lacking the LPA1 receptor show higher activity of the limbic system in response 

to an acute stressor (TST), particularly in the paraventricular nucleus of the hippocampus 

and the amygdala without regulation from the hippocampus.  

 

3.- Both behavioural and brain alterations can be reversed by antidepressant treatment 

with desipramine. 

 

4.-. Given the similarities between the maLPA1-null mice phenotype and the clinical 

manifestations observed in patients with depression comorbid with anxiety, and the three 

types of animal models validity met (face, construct and predictive validities), maLPA1-

null mice could be proposed as an animal model of anxious depression. 
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5.- LPA1 receptor antagonism through acute intracerebroventricular administration of 

Ki16425 400 nM mimics partially the alterations in both behaviour and brain activation 

after stress coping, observed in the maLPA1-null mice. 

 

6.- Chronic administration of agonist of LPA1 receptor (LPA C18:1) aggravated the 

negative consequences of chronic restraint stress upon the emotional behaviour and the 

hypothalamus-pituitary-adrenal axis. 

 

7.- Chronic LPA infusion tilted the hippocampal balance of excitation and inhibition 

towards excitability, increasing the VGLUT1/VGAT ratio. 
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IX. ÍNDICE DE ABREVIATURAS 

 

AcbC: Núcleo accumbens (núcleo o core)  

AcbSh: Núcleo accumbens (coraza o shell)  

ADN: Ácido desoxirrobonucléico  

ARNm: Ácido ribonucléico mensajero 

BSA: Suero albúmina bovina libre de ácidos 

grasos (del inglés, bovine serum albumin)  

BLA: Amígdala basolateral 

CA1: Cuerno de Amón 1  

CA3: Cuerno de Amón 3  

CE: Amígdala central  

CORT: Corticosterona 

DAB: Tetrahidrocloruro de 

3,3’diaminobenizindina  

DG: Giro dentado 

DMI: Desipramina 

DREADD: receptores activados únicamente 

por un ligando sintético (del inglés Designer 

Receptors Exclusively Activated by Designer 

Drugs) 

DRN: Núcleo del rafe dorsal  

EDG: Genes de diferenciación celular 

endotelial (del inglés, endotelial differentiation 

gene)  

ETM: Test elevado en “T” (del inglés Elevated 

T Maze) 

FST: Test de natación forzada, (del inglés 

Forced Swim Test) 

FUST: Test de olfacción de la orina de hembra 

en estro (del inglés Female Urine Sniffing Test)  

GABA: Ácido γ aminobutírico (del inglés, 

Gamma AminoButiric Acid)  

GFAP: Proteína glial fibrilar ácida (del inglés, 

Gliar Fibrillary Acidic Protein)  

GR: Receptor de glucocorticoides 

(Glucocorticoid Receptor) 

HHA: Hipotalámico-Hipofisario-Adrenal (eje) 

icv: Intracerebroventricular  

 

 

IL: Corteza infralímbica  

Ki: Constante de inhibición  

LHb: Habénula lateral 

LPA: Ácido lisofosfatídico (del inglés, 

lysophosphatidic acid)  

LSD: Diferencia mínimamente 

significativa de Fisher (del inglés, Least 

Significant Difference) 

mHb: Habénula medial  

mPFC: Corteza prefrontal medial  

MR: Receptor de mineralocorticoides 

(del inglés, Mineralocorticoid Receptor) 

NAc: Núcleo accumbens 

PAG: Sustancia gris periacueductal  

PBS: Tampón fosfato salino (del inglés, 

Phosphate Buffered Saline) 

PM: Poder de movimiento en el test de 

suspensión de la cola. 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 

PL: Corteza prelímbica  

PVN: Núcleo paraventricular  

SDS: Dodecilsufato sódico (del inglés 

sodium dodecyl sulfate) 

SEM: Error típico de la media (del inglés, 

Standard Error of the Mean)  

SPT: Test de preferencia por la sacarina 

(del inglés Saccharin Preference Test) 

TST: Test de suspension de la cola (del 

inglés Tail Suspension Test) 

Veh: Grupo administrado con vehículo 

VTA: Área ventral tegmental. 

WT: Ratones de tipo silvestre (del inglés 

wild-type.
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