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1.1. ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad mental crénica, incapacitante vy
heterogénea que afecta al 1% de la poblacidn mundial (Jablensky, 2000). Se inicia en
un patron de edad que va desde el final de la adolescencia hasta la edad adulta (de 15
a 40 aios) y afecta por igual a hombres y mujeres. Debido al alto coste econédmico y

social la esquizofrenia se ha convertido en un problema de salud publica.

Segun el DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), la
esquizofrenia constituye una categoria psiquidtrica cuyos sintomas caracteristicos
implican una variedad de disfunciones cognitivas y emocionales. Estas alteraciones
incluyen efectos en la percepcién, estado del animo y el movimiento como por
ejemplo alucinaciones, pensamientos distorsionados, desorden en el lenguaje y
problemas cognitivos que afectan a la memoria. El individuo con esquizofrenia posee
un trastorno notable del funcionamiento social y una desorganizacién grave de la
personalidad, siendo incapaz de distinguir entre experiencias reales de otras
imaginarias, ademas de tener dificultades para reflexionar de manera légica. Ningun
sintoma es exclusivo de esta enfermedad. Ademas, estas alteraciones no se observan
de igual forma en todos los individuos con esquizofrenia, tratdndose de un trastorno

polimorfo y heterogéneo en cuanto a expresién y evolucion.

La enfermedad se caracteriza por episodios psicoticos que son estados
mentales a menudo reversibles, en los que alguno de los procesos del pensamiento del
paciente no es capaz de examinar la realidad correctamente. Los primeros episodios
pueden iniciarse de manera aguda o insidiosa, en un contexto de evolucién
inespecifica de sintomas prodrémicos (sintomas que preceden al desarrollo total de la
enfermedad) y con distintas combinaciones en la sintomatologia clinica de ideas
delirantes, alucinaciones, alteracién de conducta y desorganizacién del pensamiento.
Después del primer episodio, la evolucidn de la enfermedad varia considerablemente
de un individuo a otro. Se dan casos en los que el paciente se recupera por completo,
otros que sufren recaidas y en otros casos, los pacientes experimentan una

progresividad severa de la enfermedad.
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1.1.1. Aspectos generales

1.1.1.1. Sintomatologia

Los sintomas de la esquizofrenia se clasifican en tres categorias: positivos,
negativos y déficits cognitivos. Los sintomas positivos reflejan la presencia de
pensamientos y conductas anormales como delirios, alucinaciones o habla
desorganizada. Los sintomas negativos se refieren a la ausencia de las respuestas que
suelen estar presentes, entre los que se encuentran una disminucion de la expresion
de la emocioén, pobreza verbal y alteracion de la memoria, dando lugar a un déficit del
funcionamiento social de individuo. Por ultimo, estos sintomas se acompafian con
déficits cognitivos como pueden ser problemas de atencién y aprendizaje, funciones

ejecutivas y de memoria.

Los sintomas positivos y negativos, en la mayoria de los casos, no son
coincidentes en el tiempo y difieren en presencia, frecuencia e intensidad con el que se
manifiestan en cada paciente. Esto da lugar a una variabilidad individual alta, lo que
dificulta el conocimiento de la etiologia de la enfermedad y su tratamiento (Bowie y

Havey, 2006).

Los sintomas positivos se reconocen con relativa facilidad, responden mejor al
tratamiento y suponen un menor deterioro en la calidad de vida del paciente. Por el
contrario, los sintomas negativos pueden pasar desapercibidos si se manifiestan de
una forma leve, incluso confundiéndose con sintomas de pereza o mal

comportamiento.

1.1.1.1.1. Sintomas positivos

Los sintomas positivos se caracterizan porque el individuo sufre una distorsion

de la realidad incluyendo alucinaciones, delirios y alteraciones del pensamiento.

Las alucinaciones son percepciones sensoriales que ocurren en ausencia de
estimulacion del érgano sensorial especifico y pueden ser de tipo auditivo, visual, de
movimiento o cinestéticas, tactil, olfatoria o gustativa. Son clave para diagnosticar la

enfermedad y pueden ser muy debilitantes para el paciente. Las alucinaciones
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auditivas, falsas percepciones de sonidos, son las mas comunes durante las cuales los

individuos con esquizofrenia oyen generalmente voces.

Dentro de los sintomas positivos se encuentran también las ideas delirantes
gue son falsas creencias que se basan en evidencias que no son ciertas o inexistentes.
Estas ideas se clasifican en delirios primarios que surgen de manera brusca y los
delirios secundarios que surgen después de una experiencia anormal previa. Los
delirios que aparecen con mayor frecuencia son: delirios de control (el paciente cree
que sus acciones estan controladas por una fuerza exterior), delirios nihilistas (el
paciente piensa que ha perdido todos sus bienes), celotipicos (el paciente cree que su

pareja le es infiel), delirios de culpa, delirios persecutorios, religiosos, de grandeza,...

Por ultimo, las alteraciones del pensamiento normal también se consideran
sintomas positivos de la esquizofrenia. Estas alteraciones son cambios en los procesos
mentales normales y se caracterizan por la pérdida de la capacidad de asociacion y de

desarrollo de un pensamiento coherente y légico.

1.1.1.1.2. Sintomas negativos

Las alteraciones asociadas a la esquizofrenia conocidas como sintomas
negativos constituyen un dominio propio dentro del curso de la enfermedad, con
diferente etiologia y distintas implicaciones neurobioldgicas y terapéuticas (Stahl,

2006).

Actualmente, y segun los criterios del DSM-IV los sintomas negativos de la
esquizofrenia son la alogia, el embotamiento afectivo, la anhedonia, la pérdida de

motivacion o apatia y el retraimiento social.

La alogia se caracteriza por la pobreza en el habla, es decir sin hablar de manera

espontanea y contestando con frases cortas.

El embotamiento afectivo se relaciona con una reduccién de la percepcién,
experimentacidn y expresion de las emociones. Este fendmeno deriva en un estado
emocional aplanado considerdandose tres componentes: disminuciéon del nivel de
expresién facial, disminucién del lenguaje corporal y gestual y una disminucién de la

velocidad en el habla.
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Otros sintomas negativos son la anhedonia que estd caracterizada por una
disminuciéon o reduccién de la capacidad de disfrute; y la apatia o pérdida de
motivacion en la cual el paciente muestra una completa indiferencia ante todo, poca
motivacion y persistencia. Estos dos sintomas estan relacionados ya que la disminucién
de la capacidad de disfrute de futuros acontecimientos es en parte responsable de la
ausencia de un comportamiento dirigido y motivado hacia el cumplimiento de

objetivos que pueden tener una recompensa.

El retraimiento social también estd considerado como un sintoma negativo de
la esquizofrenia. Algunos pacientes apenas establecen contacto con otras personas

pasando poco tiempo en compafiia.

1.1.1.1.3. Trastornos cognitivos

En individuos con esquizofrenia existe un déficit cognitivo que comprende la
capacidad de atencién y procesamiento de la informacidn, varios tipos de memoria
(como la memoria de trabajo), la capacidad de aprendizaje y la funcion ejecutiva.
Ademas, estos pacientes presentan también dificultades a la hora de distinguir
informacién fundamental e irrelevante y tienen alterada la memoria a corto plazo a

nivel verbal y visual.

La funcion ejecutiva consiste en planear una accién y llevarla a cabo. Los
individuos con esquizofrenia poseen una reduccion en los aspectos relacionados con

esta funcidn en comparacién con la poblacién general.

1.1.1.2. Tipos de esquizofrenia

La clasificacion de los distintos tipos de esquizofrenia se puede realizar a partir
del Manual Diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM) o a partir de la
clasificacién internacional de las enfermedades (CIE) de la organizacién Mundial de la

Salud (OMS).

Segln otros criterios para el diagnodstico, la esquizofrenia se clasifica en varios
tipos, dependiendo de los sintomas principales que se manifiesten en el momento de

la evaluacion y cual sea la sintomatologia predominante.
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La esquizofrenia paranoide se caracteriza por una preocupacién con delirios
gue se organizan alrededor de un tema. Suele ir acompanada de alucinaciones
auditivas, como escuchar voces imaginarias, relacionadas con el mismo tema delirante.
Este subtipo de esquizofrenia es el mas frecuente y el que mejor prondstico tiene. Esta
caracterizado por un primer brote mas agudo y una tendencia a aparecer mas tarde en
el tiempo. Suelen ser pacientes tensos, desconfiados, cautelosos y reservados

presentando comportamientos hostiles o agresivos.

En los casos de esquizofrenia desorganizada, cuyas caracteristicas son la falta
de expresién emocional junto con una conducta desorganizada y verbo incoherente.
Esta forma de esquizofrenia empeora progresivamente, sin que se observen
remisiones significativas. Se caracteriza por un lenguaje y comportamiento
desorganizado, siendo su inicio temprano y predominando los sintomas negativos de la
enfermedad. Apenas existe un contacto con la realidad teniendo una alteraciéon
notable del pensamiento. En general, esta clase de pacientes descuidan su apariencia

personal y su conducta social y sus respuestas, a menudo, son inapropiadas.

Un tercer tipo frecuente es la esquizofrenia catatdnica, caracterizada por
particularidades del movimiento voluntario, como inmovilidad y estupor (catatonia),
muecas y posturas extranas, y repeticion sin sentido de palabras o frases. Es bastante
raro encontrarla y estd marcada por una alteracion de las funciones motoras que

puede traducirse en periodos de estupor, negativismo, rigidez o agitacién.

Los pacientes que no cumplen los criterios para los subtipos de esquizofrenia
anteriores se engloban en el tipo indiferenciado.
1.1.2. Bases biologicas de la esquizofrenia

1.1.2.1. Genes y ambiente

La identificacién de las causas de la esquizofrenia es uno de los mayores

desafios que se le plantean en la actualidad a la investigacion psiquidtrica.

La esquizofrenia posee un alto componente genético. Son diversos los estudios
que han demostrado un caracter hereditario de la esquizofrenia, como por ejemplo el

publicado por Sullivan y colaboradores en 2003 que concluye que este factor tiene un



Introduccion Eva Munarriz-Cuezva

peso del 80%. En general, los familiares de primer grado de pacientes con
esquizofrenia tienen un 3-7% de probabilidades de sufrir la enfermedad, un 5-10% mas

gue los familiares de la poblacion general.

La primera prueba directa de que los genes son importantes en el desarrollo de
la esquizofrenia la proporciond en 1930 Franz Kallmann al descubrir que la incidencia
de la enfermedad era constantemente del 1%, incluso cuando los factores sociales y
ambientales variaban de manera considerable. Observd, sin embargo, que la incidencia
entre padres, hijos y hermanos de los pacientes era de un 15%, lo que apoya que la

enfermedad tenia un caracter familiar (Figura 1.1).

Este trastorno estd caracterizado por su heterogeneidad genética, herencia no-
mendeliana y penetrancia incompleta, es decir, que la proporcién de individuos que
presentan un genotipo causante de la enfermedad y que expresan el fenotipo

patoldgico es inferior al 100% (Pulver, 2000).

Genes compartidos

Poblacion general El‘l%
17,5% Primos hermanos
(familiares de
tercer grado) [ Tios, tias
- Sobrinos
25% i
(familiares de < AR
segundc grado) Nietos
Hermanastros
([ Padres
50% Hermanos | |
(familiares de < [
primer grado) Hijos
Mellizos
100% Gemelos ol 48%
I | | 1 1

0 10 20 30 40 50
Riesgo de sufrir esquizofrenia a lo largo de la vida (%)

Figura 1.1. Naturaleza familiar de la esquizofrenia. El riesgo de sufrir la enfermedad aumenta

con el numero de genes compartidos, lo que sugiere una base genética para la enfermedad

(Modificado de Gottesman, 1991).

La busqueda de genes candidatos es dificil debido a la heterogeneidad clinica y
genética de los enfermos. Actualmente, para tratar de comprender el peso del
componente genético de la esquizofrenia se plantean dos modelos diferentes. El

modelo enfermedad comun-variante comun (Common disease-common variant 6 CD-
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CV) se basa en estudios de asociacién del genoma entero (mas conocidos como GWAS:
genome-wide association studies) de cientos de miles de polimorfismos de nucleotido
unico o SNPs (single nucleotide polymorphisms) y propone que la enfermedad es
causada por un gran nimero de variantes y que cada una de ellas sélo causa un efecto
muy pequefio. Por el contrario, el modelo enfermedad comun-variante rara (common
disease-rare variant 6 CD-RV) postula que un numero copias de variantes (CNVs 6 Copy
Number Variatons: segmentos de ADN con duplicaciones o delecciones) raras pero

penetrantes juega un papel primordial en la susceptibilidad de padecer esquizofrenia.

Uno de los genes que en mas ocasiones se ha asociado a la esquizofrenia
en estudios de GWAS es el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC o
major histocompatibilty complex). Este complejo lo componen una familia de
genes que estan involucrados en la presentacion de antigenos del sistema inmune y
se ha llegado a estudiar a nivel de sinaptosomas, en sinapsis de la corteza visual y
en ratones en etapa prenatal (Chacon y Boulanger, 2013). Otras asociaciones
interesantes que han sido fruto de esta clase de estudios son las del receptor de
dopamina D2, que es una de las dianas de los farmacos antipsicoticos, y diversos
genes involucrados en la neurotransmision  glutamatérgica y plasticidad
sindptica, como el receptor metabotrépico de glutamato 3 y las subunidades

1A y 2A del receptor ionotrépico NMDA.

Los estudios genéticos que trabajan con el modelo CD-RV han relacionado
varios genes con la esquizofrenia. El primer cambio observado es una traslocacion
entre el cromosoma 1y 11 en poblacion escocesa (Millar y cols., 2000) y que da lugar a
una disrupcion en un gen del cromosoma 1, conocido como Disrupted in
Schizophrenia-1 (DISC-1). Posteriormente, este gen se ha estudiado mas a fondo
observando los alelos de sus diferentes SNPs y se ha sugerido que la proteina DISC-1
actua como andamio en el desarrollo cerebral, la neurogénesis, la migracidon neuronal
y las sinapsis (Brandon y Sawa, 2011). También se han asociado con la esquizofrenia
genes que forman parte del citoesqueleto como son las proteinas PSD-95 (Post
Synaptic Density 95) y ARC (cytoskeleton-associated scaffold) y los canales de calcio

dependientes de voltaje.
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Ademas de estas mutaciones puntuales, son numerosas las duplicaciones y
deleciones de regiones cromosdmicas (CNVs) que se han asociado a la esquizofrenia,

algunas de ellas relacionadas con los receptores NMDA (Escudero y Johnstone, 2014).

Sin embargo, no se puede inferir una base genética de la esquizofrenia
solamente por el aumento de su incidencia dentro de las familias. No todos los
trastornos que tienen un caracter familiar son necesariamente genéticos; también la

riqueza y la pobreza, los habitos y los valores, presentan este caracter familiar.

Algunos modelos sugieren que al menos el 20-30% de la variabilidad observada
en la esquizofrenia puede ser atribuible a los factores no-genéticos, ya que el entorno
puede afectar a las experiencias de los pacientes, a su estado mental o a su calidad de

vida.
1.1.2.2. Hipodtesis dopaminérgica

El sistema dopaminérgico participa en procesos relacionados con la motivacién,
la recompensa y la capacidad de atencién. Se divide en cuatro vias principales: via
nigrostriatal, tuberoinfundibular, mesolimbica y mesocortical. La via mesolimbica, que
establece conexién entre el area tegmental ventral (VTA) y el nucleo accumbens, esta
hiperactivada en la esquizofrenia y se ha relacionado con los sintomas positivos. La
otra via implicada en esta patologia es la mesocortical, relacionada con la aparicion de

los sintomas negativos (Kandel y cols., 2000).

Segln esta hipotesis, el origen de la enfermedad seria una alteracion del
sistema dopaminérgico, siendo los sintomas positivos provocados por una
hiperactivacién de este sistema, a diferencia de los negativos cuya etiologia es una

hipoactivacion del sistema.

La hiperactivacion del sistema dopaminérgico y su implicacion en el desarrollo
de los sintomas positivos de la esquizofrenia se han relacionado durante décadas
gracias a evidencias farmacoldgicas indirectas (Carlsson y cols., 2001). Las anfetaminas,
la cocaina o la L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina) son sustancias que incrementan los
niveles de dopamina en el cerebro y son capaces de inducir episodios psicéticos

similares a los que ocurren en la esquizofrenia. Ademas, los farmacos antipsicéticos
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disminuyen la actividad de este sistema, siendo efectivos en el tratamiento de los
sintomas positivos. Por otro lado, estudios in vivo han demostrado que existen
alteraciones en la corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia, pudiendo estar
relacionadas con deficiencias en el sistema dopaminérgico (Lewis y Gonzdlez-Burgos,

2000; Abi-Dargham y cols., 2002).
1.1.2.3. Hipétesis glutamatérgica

Durante décadas la hipétesis dopaminérgica ha explicado la fisiopatologia de
los trastornos psicéticos pero posteriormente ha retomado importancia la llamada
hipotesis glutamatérgica. Es bien conocido que el bloqueo de los receptores
glutamatérgicos NMDA (N-Metil-D-Aspartato) por sustancias como la fenciclidina o la
ketamina produce sintomas psicoticos (Javitt y Zukin, 1991). La fenciclidina (PCP) se
empleaba como anestésico pero los ensayos en humanos fracasaron porque ciertos
pacientes sufrieron efectos adversos postoperatorios, como alucinaciones o paranoias
semejantes a los que se producen en esquizofrenia (Krystal y cols., 1994; Lathi y cols.,

2001).

La PCP es un antagonista de los receptores de glutamato NMDA, que son los
encargados de regular la entrada de calcio y de otros cationes a la neurona. Tras la
administracion de PCP, se desarrollan sintomas similares a los observados en la
esquizofrenia y una sola administracién incrementa la liberacién de dopamina en el
sistema mesolimbico y en la corteza prefrontal. Tras la administracion crénica del
farmaco durante tres semanas, los niveles de dopamina siguen siendo elevados en
areas mesolimbicas, como el ndcleo accumbens, mientras que descienden en la
corteza, a la vez que aparecen los sintomas negativos y la disfuncidon cognitiva
caracteristicas de la esquizofrenia. Se ha propuesto que este fendmeno puede deberse
a la conexidén funcional existente entre los sistema glutamatérgico y dopaminérgico.
Una disminucién de la actividad del sistema glutamatérgico en la corteza provocaria un
incremento de los niveles de dopamina en zonas limbicas dando lugar a los sintomas
positivos de la esquizofrenia. Al mismo tiempo en la corteza prefrontal disminuirian los

niveles de dopamina asociados a los sintomas negativos (Erhardt y cols., 2007).
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Esta hipdtesis ha dado lugar a un gran numero de estudios con modelos
animales. Los mas utilizados son que han observado que la administracién de
antagonistas del receptor glutamatérgico NMDA induce fenotipos asociados a la
esquizofrenia como por ejemplo hiperlocomocién, discapacidades sensomotoras,

cognitivas y sociales (Hu y cols., 2015).
1.1.3. Farmacos utilizados en el tratamiento de la esquizofrenia

El desarrollo de farmacos para el tratamiento de la esquizofrenia ha mejorado
en gran medida la calidad de vida de los pacientes. Ademas, también ha aportado
conocimiento sobre la etiologia de la enfermedad (Kane y McGlkashan, 1995). No
obstante, un alto porcentaje que casi alcanza el 80% de los pacientes abandonan el
tratamiento antes de finalizarlo y tres cuartas partes de este grupo sufre recaidas que
requieren hospitalizacion (Gianfrancesco y cols.,, 2006). Los pacientes mejoran
considerablemente cuando existe una combinacidon de terapias farmacoldgicas junto

con otro tipo de aproximaciones de caracter social y emocional.

En la actualidad se distinguen dos grandes grupos de farmacos antipsicéticos.
Los antipsicéticos tipicos donde se incluye la clorpromazina y el haloperidol y los

antipsicoticos atipicos o de segunda generacion, de desarrollo mas reciente.

Los neurolépticos convencionales (antipsicoticos tipicos), como la
clorpromazina y el haloperidol, actian sobre los receptores dopaminérgicos D,. Estos
farmacos reducen los sintomas positivos de la esquizofrenia en la mayoria de los
pacientes. Sin embargo, tienen numerosos efectos adversos que se relacionan con sus
acciones en las aferencias dopaminérgicas que van desde la sustancia negra al estriado
(via nigrostiatal). Los efectos del bloqueo de los receptores dopaminérgicos en estriado
son similares a algunos sintomas de la enfermedad de Parkinson, como la rigidez, el
temblor y la dificultad para iniciar los movimientos, conocidos como sintomas
extrapiramidales. El tratamiento crénico con neurolépticos convencionales también
puede causar la aparicidén de discinesia tardia, que son movimientos involuntarios de
labios y mandibula. Muchos de estos efectos secundarios se evitan utilizando
antipsicdticos atipicos como la clozapina o la risperidona, ya que no actuan

exclusivamente sobre los receptores dopaminérgicos del estriado. Estos farmacos,
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actuan sobre receptores D, y serotoninérgicos, siendo mas eficaces frente a los

sintomas negativos de la esquizofrenia.

La clozapina, al ser un antipsicético atipico de amplio espectro, actua sobre los
receptores dopaminérgicos y, fundamentalmente, los serotonérgicos. A dosis
terapéuticas presenta un 80% de ocupacion de los receptores de serotonina 5-HT,a v
entre un 30 y 50% de los receptores dopaminérgicos D,. Este fadrmaco es capaz de
mejorar los sintomas negativos y aspectos importantes de la vida cotidiana de los

pacientes, mejorando ciertos aspectos cognitivos como la fluidez verbal (Flérez, 2009).

1.2. LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES

La comunicacion entre las neuronas del sistema nervioso central se basa en la
transmisidn sindptica mediante los neurotransmisores. Estos se sintetizan y almacenan

en las vesiculas, para ser liberados el espacio extracelular.

Cuando un potencial de accion alcanza la terminacidn de una neurona, se
estimula la liberacién de un transmisor quimico por la célula. Para descargar el
neurotransmisor que contienen, las vesiculas se desplazan hacia la membrana

plasmatica de la neurona, un proceso conocido como exocitosis (Kandel y cols., 2000).

La exocitosis o liberacion de neurotransmisores se divide en cinco pasos
diferentes. En primer lugar, las vesiculas se dirigen al botdn sindptico en una fase
llamada acoplamiento. Después, las vesiculas maduran y se inicia la fusién de la
membrana de la vesicula sinaptica con la membrana plasmadtica (cebado o priming).
La fusidén o exocitosis requiere la deformacién de ambas membranas permitiendo la
liberacion del contenidode la vesicula a la hendidura sindptica. Tras estos pasos, la
membrana vesicular se recicla (endocitosis) y se regenera (reciclado) (Stidhof y Rizo,

2011).
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Vesicula
sindptica

Sinaptobrevina
(VAMP)

Acople Etapa | del cebado

Reciclado 2 R

Fusién: apertura del poro Etapa Il del cebado

Figura 1.2. Modelo de liberacion de neurotransmisores (modificado de Rizo y Sudhof,

2002).

La aproximacidon de las membranas lipidicas de la vesicula y de la célula
requiere del acercamiento forzado mediante una serie de proteinas, para que sea
posible el intercambio de las moléculas de fosfolipidos (Figura 1.2). Dentro de estas
proteinas presinapticas que permiten la fusion se encuentran las proteinas de la
familia SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor)
y las proteinas SM (Sec/Munc). El descubrimiento de estos motores moleculares dio
origen a una hipdtesis para tratar de explicar el proceso de regulacién de la liberacidon

de neurotransmisores a la hendidura sinaptica (Séllner y cols., 1993).
1.2.1. Proteinas presinapticas

Las proteinas presindpticas participan en la exocitosis, convirtiéndola en un
proceso de fusion de membranas ampliamente regulado y realizan las siguientes
funciones: inmovilizar las vesiculas, dirigir las vesiculas liberadas hacia la zona activa,
contener las vesiculas dirigidas hacia dicha zona y propiciar la fusién y exocitosis

(Kandel y cols., 1997).
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Entre las muchas proteinas que tienen un papel en la liberacién de
neurotransmisores se encuentran las proteinas que forman el complejo SNARE, las que

pertenecen a la familia de las SM (Sec/Munc) y las proteinas sensores del calcio.

Tras el desplazamiento de una vesicula hasta su lugar de liberacidn se produce
un complejo grupo de interacciones entre las proteinas de la membrana de la vesicula
sindptica y las proteinas de la membrana presindptica. Estas interacciones parecen
completar el acoplamiento de las vesiculas y su preparacién para fusionarse en

respuesta a la entrada de Ca*".

1.2.1.1. Proteinas SNARE

Las proteinas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment
protein Receptor) gobiernan la mayoria de los procesos de trafico en las membranas y
su principal caracteristica es que poseen secuencias conocidas como motivos SNARE
(Rizo y Rosenmund, 2008). Estas moléculas son componentes esenciales de la
magquinaria molecular que dirige la fusién de membranas en la exocitosis. La fusién de
membranas, sin embargo, esta sujeta a una regulacién meticulosa por varias proteinas
presinapticas.

James Rothman propuso una hipdtesis para explicar el mecanismo por el cual
las vesiculas sinapticas se acoplan a la membrana plasmatica pudiendo, asi, liberar los
neurotransmisores. Segun esta hipdtesis las diversas proteinas integrales especificas
de la membrana vesicular (v-SNARE) se unen a proteinas receptoras especificas

localizadas en la membrana de actuacién (t-SNARE) (Rothman, 1994).

En el cerebro se han identificado dos tipos de proteinas t-SNAREs: la sintaxina,
una proteina integral de la membrana terminal, y la SNAP-25, una proteina de la
membrana periférica de 25 kDa. En la vesicula sindptica, la proteina integral de
membrana VAMP (o sinaptobrevina) ha sido identificada como v-SNARE (Kandel y cols,

2000).

1.2.1.2.1. Sintaxina-1A

La sintaxina-1 es una proteina de membrana que pesa aproximadamente 34

kDa y posee 3 dominios: el dominio Ha,c que es el que interacciona con la munc18-1, el
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dominio C-terminal que se divide a su vez en tres (H3a, Ha3b y H3c) siendo el H3a el
gue interacciona con SNAP-25 y sinaptobrevina para la formacién del complejo SNARE

y un dominio que une los otros dos llamado enlace (Figura 1.3).

Enlace

<«~30A—>

Figura 1.3. Topologia (izquierda) y representacién tridimesional de la estructura (derecha)
de sintaxina-1A (modificado de Misura y cols., 2000).

Esta proteina es capaz de plegarse a nivel del motivo SNARE. Dependiendo de la
posicion de su dominio Hapc la sintaxina-1A varia su conformacién entre abierta y

cerrada (Fernandez y cols., 1998) (Figura 1.4).

El extremo amino terminal de sintaxina-1 que interacciona con muncl8-1 es
esencial para que se pueda llevar a cabo la fusién de las tres proteinas que conforman

el complejo SNARE in vivo (Rizo y Stidhof, 2012).
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Dominio
([l

Sintaxina
(cerrada)
Munc18-1
Enlace
Motivo ‘
SNARE
Sintaxina
(abierta)
SNAP-25 %

Sinaptobrevina

Complejo SNARE

Figura 1.4. Esquema de las distintas conformaciones de la proteina sintaxina-1A: cerrada
interaccionando con munc18-1 (arriba), abierta (medio) y formando el complejo SNARE (abajo).

En estudios realizados con cultivos celulares de ratones knock-out de sintaxina-
1A, se observd que dichas neuronas poseian una transmision sindptica normal.
Ademads, los animales que carecen de esta proteina presentaron una transmision
sinaptica normal (Mishima y cols., 2012) lo que sugiere que la sintaxina-1A no es una
proteina esencial en la transmisién sindptica. En dicho estudio, el contenido proteico
de la isoforma B de sintaxina no varido y tampoco la expresion de otras proteinas
presinapticas analizadas, por lo que se sugirid que sintaxina-1B compensaba las

funciones en ausencia de la isoforma A (Fujiwara y cols., 2006).

El grupo de Gerber en 2008, también cred unos ratones que carecian de
sintaxina-1A y observd que no habia diferencias en cuanto a la supervivencia frente a
sus controles homdénimos. En estos animales, se producia una disminucién en los

niveles de munc18-1 pero no en otras proteinas presinapticas.
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1.2.1.2.2. SNAP-25

La proteina SNAP-25 (SyNaptosomal-Associated Protein-25), de un tamafio de
25 kDa, es uno de los componentes del complejo SNARE, y se ha propuesto como
marcador de especificidad de la fusién de las membranas. Ejecuta directamente la
formacion del complejo SNARE que atrae la vesicula sindptica a la membrana

plasmatica (Rizo y Stidhof, 2002).

SNAP-25 es una proteina anclada a la cara citosélica de la membrana
plasmatica a través de cadenas laterales palmitoil del centro de la molécula. Esta
proteina proporciona dos hélices a a la formacion del complejo SNARE, que se forma
con cuatro de estas secuencias; interactia con el dominio C2B de la proteina
sinaptotagmina y en las sinapsis glutamatérgicas disminuye la respuesta al calcio

(Verderio y cols., 2004).

La delecidn heterocigota del gen que codifica la proteina SNAP-25 en animales
da lugar a un fenotipo similar al trastorno de déficit de atencién con hiperactividad
(TDAH). En estos roedores, se observé una disminucién de la hiperactividad tras el
tratamiento con dextroanfetamina. La delecion completa del gen es letal. Estudios
posteriores han sugerido que algunas mutaciones en el gen de SNAP-25 pueden

predisponer a sufrir TDAH (Brophy y cols., 2002; Mill y cols., 2002).

1.2.1.2.3. Sinaptobrevina

Las sinaptobrevinas son pequefas proteinas plasmdticas con un peso
aproximando de 18 kDa y que forman parte de la familia VAMP (Vesicle-
Associated Membrane Protein) (Baumert y cols., 1989; Bock y Scheller, 1999;
Ernst y Brunger, 2003). La proteina sinaptobrevina contiene 166 aminoacidos. De las
tres proteinas que forman el complejo SNARE, es la Unica que estd situada en la
vesicula, por lo que es una v-SNARE (Bonifacino y Glick, 2004). Se han encontrado 8
subtipos de esta proteina, siendo VAMP-1 y VAMP-2 |os Unicos subtipos descritos en el

cerebro de mamiferos.

Las isoformas homdlogas de sinaptobrevina, 1 y 2, exhiben patrones de
expresion diferentes en neuronas adultas: la sinaptobrevina-1 se expresa en médula

espinal, especialmente en las motoneuronas y los terminales nerviosos motores de la
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transmisién neuromuscular, mientras que la expresion de sinaptobrevina-2 se centra

en las sinapsis cerebrales.

La sinaptobrevina-1 juega un papel crucial en la transmisidon sindptica
neuromuscular. Una ausencia completa de esta proteina es letal ya que los animales
carentes de ella mueren a las tres semanas de nacer, indicando que sinaptobrevina-1
es esencial para la supervivencia. Ademds estos animales, denominados Syb1'®"/'®",
muestran un fenotipo “debilitado” ya que sufren problemas motores e inmovilidad
(Nystuen y cols., 2007). La actividad espontanea de estos ratones es mas reducida, asi
como la trasmisiéon sinaptica y la probabilidad de liberacién en las uniones
neuromusculares. La perdida pérdida de sinaptobrevina-1 induce una desincronizacién
en la liberacion de neurotransmisores, demostrando lo que sugiere que es una

proteina esencial para una transmision sinaptica dependiente de calcio en las sinapsis

neuromusculares (Liu y cols., 2011).

1.2.1.2. Proteinas pertenecientes a la familia de las SM (Sec/Munc)

Las proteinas SM se descubrieron en organismos como la levadura y el
nematodo Caenorhabditis elegans (C.elegans). Estas proteinas citosdlicas conservadas
son esenciales para que las proteinas SNARE puedan formar el complejo; sin una u
otra, la fusion no ocurre fisiolégicamente dando lugar a un fenotipo letal (revisado de
Toonen y Verhage, 2003). Esta familia estd compuesta por proteinas citosdlicas
altamente conservadas de aproximadamente 600 residuos aminoacidicos y se
componen de tres |6bulos que forman una estructura parecida a un arco. Aunque en
sus estudios iniciales con munc18-1, Hata y cols en 1993 ya sugirieron que estas
proteinas eran fundamentales para la exocitosis, la importancia de las proteinas SM

fue cuestionada durante mas de una década.

Se sabe que las proteinas pertenecientes a esta familia regulan el ensamblaje
del complejo SNARE pero que también poseen un papel en el acoplamiento de las
vesiculas a la membrana (Voets y cols., 2001). Son variadas las funciones que se les han

atribuido a estas proteinas pero, a dia de hoy, todavia no estan claras.
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Dos circunstancias contribuyen al desconocimiento de la funcién de las
proteinas SM. En primer lugar, las proteinas SNARE pueden inducir la fusiéon de
liposomas sin ayuda de las proteinas SM; y en segundo lugar, la bioquimica de la

interaccion entre ambos grupos de proteinas es dificil de esclarecer.

1.2.1.2.1. Munc18-1

La proteina munc18-1 forma parte de la familia de las proteinas SM v, al igual
que las proteinas SNARE, es crucial para el trafico vesicular (Sidhof, 2004; Verhage y
Toonen, 2007; Rizo y Rosenmund, 2008). Munc18-1 (acrénimo de Mammalian
UNCoordinated-18) es una proteina homdloga a la unc-18 de C.elegans. Esta proteina
ha sido identificada como un componente esencial para la fusiéon de vesiculas y su
papel es crucial para la exocitosis de neurotransmisores en neuronas y en células
neuroendocrinas (Zilly y cols., 2006; Han y cols., 2010; Rickman y Duncan, 2010). Esta
formada por 20 hélices a y 13 hojas B (Figura 1.5). Presenta dos isoformas (munc18-1a

y munc18-1b) debido a un proceso de splicing alternativo de un uUnico gen.

Muncl8-1

Figura 1.5. Topologia (izquierda) y representacion tridimesional de la estructura (derecha) de
munc18-1 (modificado de Misura y cols., 2000).

La isoforma muncl8-1a estd formada por 603 aminodacidos mientras que la
isoforma munc18-1b tiene 594 aminoacidos presentando gran similitud entre ambas.
Estas dos isoformas se han identificado en tejido tanto de rata como de humano a un

peso de ~75 kDa mediante la técnica de Western Blot. La isoforma munc18-1a esta
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presente en retina y cerebro mientras que la isoforma munc18-1b posee una expresién

ubicua (Garcia y cols., 1995; Swanson y cols., 1998).

La proteina munc18-1 interacciona con sintaxina y forma un complejo llamado
sintaxina/munc18. Se ha demostrado que este complejo regula la formacién del
anclaje de la vesicula a la membrana plasmatica, proceso mediado por sinaptobrevina,
SNAP-25 vy sintaxina (Pevsner y cols., 1994). La munc18-1 tiene multitud de funciones
en el proceso exocitético (Burgoyne y cols., 2009): promueve directamente la
estabilidad de la sintaxina y controla espacialmente el correcto plegado de los
complejos SNARE, actuando, asi, como un componente directo de la maquinaria de
exocitosis interaccionando con las proteinas SNARE (Diao y cols., 2010). El hecho de
que la muncl8-1 se una estrechamente a sintaxina-1 sugiere que muncl8-1 esta
funcionalmente acoplada a las proteinas SNARE y forma parte de la maquinaria de
fusion de manera esencial (Hata y cols., 1993; Poirier y cols., 1998). Esta interaccion
solo tiene lugar cuando sintaxina-1 esta en su conformacién cerrada (Dulubova y cols.,
1999) dificultando la formacion del complejo SNARE. Se ha postulado que si sintaxina-1
estd interaccionando con muncl8-1 se inhibe la formacién del complejo y la
consecuente liberacion de neurotransmisores, ya que muncl8-1 estabiliza la
conformacion cerrada de sintaxina-1A (Chen vy cols., 2008) y dificulta la formacion del
complejo SNARE (Burkhart y cols., 2008; Ma y cols., 2011). No obstante, el mecanismo
que subyace a la interaccién entre munc18-1 y sintaxina-1 todavia no esta claro (Hany

cols., 2010; Rathore y cols., 2010; Hu y cols., 2011).

La delecion de munc18-1 conduce a un defecto en el anclaje de las vesiculas a
la membrana (Toonen y cols., 2005). Ademas, la ausencia de esta proteina es letal, ya
que los ratones knock-out de muncl8-1 presentan una pérdida total de transmisién
sindptica y mueren inmediatamente después de nacer. No obstante, estos animales
presentan un desarrollo morfolégico del cerebro y unas conexiones sindpticas
aparentemente normales (Verhage y cols., 2000). También se observa que estos
animales presentan una reduccién a nivel de las células cromafines (Voets y cols.,
2001). Ademas, la proteina sintaxina-1A, pero no sinaptobrevina ni SNAP-25, estd
disminuida, demostrando una relevancia del complejo sintaxina/muncl8 (Toonen y

cols., 2005).
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Recientemente se ha descrito que la ausencia de muncl8-1 en neuronas
serotonérgicas implica una menor supervivencia de los animales muriendo la mayoria
de ellos en los primeros dias de vida. En los ratones heterocigotos para la proteina
muncl8-1 (Munc18-1+/’) se ha observado una degeneracién rapida del sistema
serotonérgico sugiriendo que este sistema es importante en la supervivencia postnatal

(Dudok y cols., 2011).

1.2.1.2.1.1.Fosforilacion de munc18-1a

La quinasa dependiente de ciclina-5 (Cyclin-dependent kinase-5, Cdk5) es capaz
de fosforilar munc18-1 y regular la interaccion con sintaxina-1A (Fletcher y cols., 1999).
Esta quinasa serina/treonina es esencial para muchos procesos celulares, entre los que
se encuentran la plasticidad sinaptica (Barnett y Bibb, 2011) y la liberacién de

neurotransmisores (Kim y Ryan, 2010).

Otra proteina capaz de fosforilar munc18-1a es la proteina quinasa C (Protein
Kinase C, PKC). Después de la llegada del potencial de accidn al botdn sinaptico, los
niveles de munc18-1 son altos y dispersos. Se requiere tanto la actividad de PKC como
una entrada de calcio para volver al estado normal de la neurona (Cijsouw y cols.,

2014).

1.2.1.3. Otras proteinas presinapticas: sensores de calcio
1.2.1.3.1. Sinaptotagmina

La sinaptotagmina (o p65) es una proteina integral de membrana de la vesicula
sindptica. Contiene dos regiones (las regiones C2) homologas a la regién reguladora de
la proteina quinasa C. Las regiones C2 se unen a fosfolipidos mediante un mecanismo
dependiente de calcio (Figura 1.6). Esta propiedad sugiere que la sinaptotagmina se
podria insertar en la bicapa fosfolipidica presinaptica en respuesta a la entrada de Ca”,

actuando asi como sensor de calcio para la exocitosis (Kandel y cols., 2000).
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Figura 1.6. a) Representacion tridimesional de la estructura de sinaptotagmina indicando
lugares de unidn al calcio. b) Papel que juega la sinaptotagmina en el anclaje de la vesicula a la
membrana plasmatica.

En base a su distribucién cerebral y endocrina y a sus propiedades bioquimicas,
los dominios C2 de algunas sinaptotagminas se unen al calcio. Entre las funciones que
se han propuesto para estas proteinas estan las de ser sensores de calcio en la
regulacion de la liberacion de neurotransmisores y hormonas (Lang y Jahn, 2008).
Aunqgue estas proteinas comparten una estructura similar de dominios y una alta
homologia entre sus dominios C2, no todas las sinaptotagminas se unen a calcio. De
hecho, sélo 8 de las 15 existentes son capaces de hacerlo, y ello se debe a la falta de
residuos de fijaciéon de calcio o la orientacion espacial de los residuos. Las
sinaptotagminas que actlan como sensores de calcio estdn involucradas en el anclaje
de la vesicula sindptica a través de SNAP-25 (Schiavo y cols., 1997) y la fusién con la

membrana plasmatica (O’Connor y Lee, 2002; Maximov y Stidhof, 2005).

El dominio C2 esta altamente conservado en diferentes especies y se divide en
C2A y C2B. El primer dominio regula el proceso de fusién de la exocitosis (Fernandez-
Chacén y cols., 2001; Zimmerberg y cols., 2006). El otro dominio, C2B, se une a
fosfatidil- inositol-3, 4, 5- trifosfato (PIP3) en ausencia de iones calcio y en su presencia
lo hace a fosfatidilinositol bifosfato (PIP2). La interaccién entre C2B y SNAP-25 es

independiente de ca* pero la fusion de las dos membranas no (Chapman, 2008).
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Se han creado varios animales mutantes que carecen de sinaptotagmina para
comprobar la funcién que desempena esta proteina en la transmisidn sinaptica. Se han
propuesto dos modelos para la funcion de esta proteina: de acuerdo con uno de los
modelos, la sinaptotagmina actia como una pinza de fusién o regulador negativo de la
fusién (impidiendo la exocitosis en ausencia de Ca®*). Segun, esta hipétesis, la entrada
de Ca®* deshace rapidamente esta pinza y permite la liberacién. Esta propuesta es
atractiva porque los mismos mecanismos implicados en la fusion de la vesicula
también actian en la liberacién constitutiva independiente de calcio externo. Este
modelo estd basado en resultados obtenidos en experimentos realizados con
Drosophila melanogaster y con mutantes de nematodos que carecen de
sinaptotagmina, en los que se observa una importante alteracién de la transmision
sindptica en respuesta a un potencial de acciéon en el terminal presinaptico (Koh y

Bellen, 2003).

La segunda hipdtesis es que la sinaptotagmina actua como un regulador
positivo de la liberacién, facilitando de manera activa la fusidn de la vesicula. Esta
hipdtesis estd basada en la observacion de que en el ratdon mutante que carece de la
sinaptotagmina se bloquea la transmision sindptica rapida sin incremento en la
liberacion espontdnea. Como en los mamiferos existen varias isoformas de
sinaptotagmina, pero en los invertebrados sélo hay una isoforma, es posible que las
diferentes isoformas de los mamiferos tengan funciones distintas: una puede mediar la
liberacion rapida regulada y otra puede controlar la liberacién constitutiva (Kandel y

cols., 2000).
1.2.1.3.2. Sinaptofisina

La sinaptofisina, también conocida como p38, es una glicoproteina de 38 kDa
con cuatro dominios transmembrana. Esta presente en las células neuroendocrinas y
practicamente en todos los tipos neuronales del cerebro y la médula espinal que
participan en la transmisidn sindptica. La sinaptofisina actia como marcador de los
tumores neuroendocrinos, y su ubicuidad en la sinapsis ha permitido su uso para la

cuantificacion de estos (Calhoun y cols., 1996).
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La funcién exacta de la sinaptofisina es desconocida pero se sabe que
interactya con la proteina vesicular sinaptobrevina, la cual es esencial para la secrecién
de neurotransmisores, aunque en animales knock-out de sinaptobrevina, la
sinaptofisina se sigue produciendo y funciona normalmente (McMahon vy cols., 1996).
Estudios recientes demuestran, sin embargo, que los ratones knock-out de
sinaptofisina presentan un incremento en la actividad exploratoria, un deterioro en el

reconocimiento de objetos y un aprendizaje espacial reducido (Schmitt y cols., 2009).
1.2.2. Formacidon del complejo SNARE

La fusién de membranas vesicular y plasmatica en las neuronas se produce
gracias a la formacién del complejo SNARE, un complejo heterotrimérico altamente
estable formado por la proteina vesicular sinaptobrevina y las proteinas de membrana
SNAP-25 y sintaxina-1A (Séllner y cols., 1993; Rizo y Stidhof, 2002; Siidhof y Rothmand,
2009) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Estructuras de las proteinas SNARE y proteinas SM. A. Diagrama esquematico de la
estructura de dominios de sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina/VAMP (Habc, dominio Habc;
TM: regidén transmembrana). B, C. Imagen de dos modos de interaccidon de la proteina de la
familia SM Munc18 con las proteinas SNARE durante la exocitosis: Acople de Munc18 con la
conformacion cerrada de sintaxina-1 que oculta el motivo SNARE (B), y acople de Munc18 el
montaje del complejo SNARE que depende del amino terminal de sintaxina-1 (C). La manera
precisa del acople de Muncl18 al complejo SNARE es desconocido, aparte del hecho de que el
extremo amino terminal de sintaxina (Indicado con una N) estd interactuando con Muncl8; la
flecha indica una interaccidn atémica de este enlace, que puede involucrar que Muncl8 este
envolviendo el bucle SNARE de manera andloga a cdmo lo hace a la conformacion cerrada de
sintaxina (modificado de Stidhof y Rothman, 2009). D. Estructuras atémicas del complejo SNARE
completamente formado, el dominio H,,. de sintaxina y Muncl8 delimitado por el amino
terminal de sintaxina (azul), dibujado a escala. (Los datos de la estructuras provienen de Sutton
y cols., 1998; Fernandez y cols., 1998 y Hu y cols., 2011, respectivamente).

Las proteinas SNARE contienen una secuencia caracteristica, el motivo SNARE,
qgue contiene 60-70 residuos compuestos de 8 grupos de 7 repeticiones. La mayoria de
estas proteinas poseen un solo motivo SNARE mientras que SNAP-25 y sus homdélogas

(SNAP-23, -29 y -47) incluyen dos motivos SNARE. Los cuatro motivos SNARE de las
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proteinas que conforman el complejo se ensamblan en una estructura de cuatro

hélices para formar el complejo.

La hip6tesis SNARE surgié en 1994 de la mano de Rothmann y colaboradores
como el primer modelo para explicar el proceso de fusién de la membrana vesicular
con la membrana plasmatica, diferenciando entre proteinas v-SNARE (las que estan
ancladas en la vesicula) y t-SNARE (proteinas ancladas a la membrana plasmatica). En
neuronas, la proteinas sintaxina-1 y SNAP-25 se identificaron como t-SNAREs y

sinaptobrevina como v-SNARE (Rothmann y cols., 1994).

La evidencia de que las proteinas SNARE son esenciales para la fusion de
membranas se basa en que estas proteinas se identificaron como diana de la toxina
tetdnica y de la toxina botulinica. Estas toxinas actlan como proteasas en el terminal
sinaptico, hidrolizando los enlaces peptidicos y bloqueando la fusion de membranas.
La primera proteina identificada como diana de estas toxinas fue la sinaptobrevina
(Link y cols., 1992; Schiavo y cols., 1992) y después las proteinas sintaxina-1 y SNAP-25.
Posteriormente, se observé que estas tres proteinas formaban un complejo que se
disociaba por accién del factor NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) al presentar
actividad ATPasa, asignando asi el nombre de proteinas SNARE (Soluble NSF-

Attachment protein Receptor) (Toonen y Verhage, 2003).

El complejo SNARE consiste en un “paquete” de cuatro hélices paralelas que se
forma gracias a los motivos SNARE de las tres proteinas. Ya que los motivos SNARE de
sintaxina-1 y sinaptobrevina estdn adyacentes a sus regiones transmembrana, la
posicion paralela de las hélices indica que el complejo SNARE podria acercar la vesicula

a la membrana plasmatica (Sutton y cols., 1998; Rizo y Rosenmund, 2008).

Para el control de la formacién del complejo SNARE es importante una regién
de sintaxina-1 llamada H,,.. En una proteina sintaxina aislada, este dominio se dobla
hacia el motivo SNARE, teniendo una “conformacién cerrada” que dificulta la
formacién del complejo SNARE. La unidn de sintaxina-1A con muncl8-1 impide que
ésta participe en la formaciéon del complejo SNARE (Hata y cols., 1993; Lang y Jahn,
1998). Por este motivo, se ha sugerido que la proteina muncl8 es un inhibidor de la

fusién de membranas (Wu vy cols., 2001) (ver Figura 1.4).
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1.2.3. Proteinas presinapticas y esquizofrenia

Como se ha comentado anteriormente, los aspectos que se consideran
alterados a nivel del funcionamiento cerebral en la esquizofrenia son muy diversos
pero muchos de ellos estan relacionados con la liberaciéon de neurotransmisores. Por
ello se ha intensificado la investigacion en este campo estableciéndose un minimo de
proteinas fundamentales para el anclaje, cebado (proceso activo también denominado
priming) y fusién de las vesiculas sindpticas a la membrana plasmatica (Rizo y Stdhof,
2002; Murthy y De Camilli, 2003; Sudhof, 2004; Malsam y cols.,, 2008; Rizo y
Rosenmund, 2008; de Wit, 2010).

Debido a que en los ultimos afios han aumentado los estudios que relacionan
las proteinas presinapticas y la esquizofrenia (Honer y cols., 2002.; Harrison y
Weinberger, 2005), se ha postulado la hipdtesis de que la esquizofrenia podria ser una

enfermedad de la propia maquinaria de liberaciéon de neurotransmisores.

Entre los varios estudios que apoyan esta hipdtesis estan el del grupo de
Sokolov y cols. en 2000 en el que observaron un aumento del ARNm que codifica
proteinas presinapticas en individuos con esquizofrenia, lo que podria reflejar una
actividad sinaptica aumentada, mientras la disminucion puede representar una

reduccion en funcién sindptica o conexiones neuronales.

Por otro lado, se ha propuesto una implicaciéon de la munc18-1 en la patologia
esquizofrénica. Han sido varios grupos de investigacion los que han observado un
aumento de los niveles de expresion de dicha proteina en individuos con
esquizofrenia. Concretamente, Behan y cols. publicaron un estudio de proteémica en
2009 en el que observaron un aumento significativo en los niveles de munc18-1 en
muestras de tejido cerebral postmortem de individuos con esquizofrenia. Los autores
sugieren que este incremento de muncl8-1 podria disminuir la disponibilidad de

sintaxina-1 para formar el complejo SNARE .

Las alteraciones en la muncl18-1 y/o en las proteinas SNARE que conducen a
una disfuncion en la exocitosis, podrian contribuir a la patogénesis de la esquizofrenia,
a través de las disfunciones del sistema dopaminérgico y glutamatérgico, la aberrante
plasticidad sinaptica (incluyendo los defectos del desarrollo del cerebro), y la
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discapacidad de las funciones cognitivas (Goldman-Rakic y Selemon, 1997; Honea y
cols., 2005; Eisenberg y Berman, 2010; Marek y cols., 2010). Se han obtenido
resultados contradictorios sobre la expresién de las proteinas presindpticas en
cerebros postmortem de individuos con esquizofrenia (revisado en Johnson y cols.,
2008). Por ejemplo, tanto el ARNm como la expresidon proteica de muncl8-1 se
observé incrementada (Gabriel y cols.,, 1997; Sokolov y cols., 2000), sin cambios
(Gabriel y cols., 1997; Honer y cols., 2002; Halim y cols., 2003; Castillo y cols, 2010) o
disminuida (Barakauskas y cols., 2010) en corteza y estriado de individuos con
esquizofrenia. En el caudado ventromedial, la cantidad de sintaxina interacionando
con SNAP-25 fue superior, sugiriendo un incremento del complejo SNARE (Barakauskas
y cols., 2010). Sin embargo, una menor cantidad de complejo SNARE se ha asociado
con un déficit de la fosforilacidn de sintaxina-1 en corteza prefrontal de individuos con
esquizofrenia ya que de esta forma no podria formarse el complejo (Castillo y cols.,
2010). Ademas, estudios recientes realizados en corteza prefrontal de individuos con
esquizofrenia han demostrado un incremento de munc18-1 (STXBP1, syntaxin binding
protein 1) en microdominios de membrana de la sustancia gris (Behan y cols., 2009) y
otros estudios han descrito una disminucion de dicha proteina coinmunoprecipitada
con sintaxina-1 (Castillo y cols., 2010). Por otro lado, la hipdtesis sindptica de la
esquizofrenia podria aportar informacidn a los mecanismos de accién de los farmacos

antipsicdticos (Marek y cols., 2010).

1.3. PROTEINAS RELACIONADAS CON ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad compleja, también a nivel genético. Como
se ha descrito anteriormente, este trastorno esta caracterizado por tener
heterogeneidad genética, herencia no mendeliana y penetrancia incompleta, es decir,
que la proporcion de individuos que presentan un genotipo causante de la enfermedad
y que expresen el fenotipo patoldgico es inferior al 100% (Pulver, 2000). Por ello, los
investigadores encuentran muchos impedimentos para definir su fenotipo, ya que el
sindrome clinico conocido como esquizofrenia puede ser un proceso de enfermedad
unitario con un rango de severidad y manifestaciones clinicas variable de un paciente a

otro.
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Las investigaciones a nivel familiar, gemelar o de adopcidn han establecido que
existe un factor genético asociado con la susceptibilidad a padecer esquizofrenia
(Pulver, 2000). El riesgo de padecer la enfermedad en familiares se correlaciona con el
grado de genes compartidos (Lewis y Gonzdalez-Burgos, 2000). Con los estudios de
ligamiento se han podido identificar varios loci para la susceptibilidad de la
esquizofrenia y han concluido que aproximadamente diez regiones del genoma es
probable que tengan genes susceptibles para padecer este trastorno. Estos esfuerzos
se estan dirigiendo al genotipo de un gran nimero de marcadores, incluyendo los
ensayos de los polimorfismos de un unico nucledtido (SNPs: Single Nucleotide
Polymorphisms) y desequilibrio de asociacién (LD: Linkage Desequilibrium) basados en
familiares 6 muestras caso-control, y que han permitido identificar genes con alta

probabilidad de ser candidatos involucrados en esquizofrenia (Gogos y Gerber, 2006).

1.3.1. DISC-1

La asociacion entre el gen DISC-1 (Disrupted In SChizophrenia-1) y la
esquizofrenia se ha observado en varios estudios (Millar y cols., 2000; Bellon, 2007)
aunque también ha habido estudios negativos (Hodgkinson y cols., 2004; Legallic y
cols., 2009). Aparte de ser un gen complejo, su participacion en el desarrollo y en la
plasticidad sinaptica no esta demasiado clara. La proteina DISC-1 estd asociada con
numerosas proteinas citoesqueléticas y podria estar involucrada en funciones como
migracion celular, crecimiento de neuritas, trafico de receptores de membrana,
funciones mitocondriales y, posiblemente, funciones de fosfodiesterasas (Gil-Pisa y

cols., 2010).

La secuencia completa de DISC-1 consiste en dos regiones: un dominio N-
terminal que abarca los aminodacidos 1-350 y una region C-terminal con los 350-854
aminoacidos que muestra una alta conservacién (Figura 1.8). Esta proteina carece de

estructura cristalizada y de actividad enzimatica (Soares y cols., 2011).
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Figura 1.8. Esquema representativo de la estructura secundaria de la proteina DISC-1 (rosa,
hélices a regulares; verde, hélices enrolladas; verde claro, hélices ambiguas, pueden ser
regulares o enrolladas). Se indican mutaciones sin sentido en raton (estrella azul), variantes
comunes en humano (estrella negra) y mutaciones ultrararas en humano (estrella roja). En la
parte inferior se muestra el grado de conservacion entre secuencias ortdlogas (Figura
modificada de Soares y cols., 2011).

Las funciones bioldgicas atribuidas a la proteina DISC-1 son complejas y diversas
(Steinecke y cols., 2012). Por ejemplo, se ha sugerido que esta proteina tiene un papel
importante en la proliferacién y diferenciacion neuronal, el crecimiento de las neuritas
y la formacién de sinapsis, asi como en la integracion de nuevas neuronas en el
hipocampo adulto (Brandon y cols., 2009). Existen también diversos estudios que
apuntan a DISC-1 como un componente necesario para el correcto posicionamiento de

las neuronas corticales (Young-Pearse y cols., 2010.; Balu y Coyle, 2011).

DISC-1 esta involucrada en varias de las vias del neurodesarrollo, algunas de las
cuales estan alteradas en trastornos mentales (Figura 1.9). La red de proteinas que
interactdan con DISC-1 es una posible diana para el estudio de futuros farmacos. Por
ejemplo, se ha observado una alteracién de los niveles de ARNm de DISC-1 tras tratar
animales con los antipsicoticos atipicos olanzapina y risperidona. Ademds, el fenotipo
depresivo y esquizofrénico de ratones mutantes de DISC-1 se revertia tras el
tratamiento con bupropion o con antipsicéticos como haloperidol y clozapina,

respectivamente (Clapcote y cols., 2007).
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Figura 1.9. Vias de sefializacidn neuroldgicamente relevantes influenciadas por la proteina
DISC-1. Las flechas verdes representan activacién de enzimas, o aumento de las funciones y en
rojo se representa la inhibicidn o regulacion a la baja. Las flechas negras representan las vias
poco entendidas. Las flechas con linea discontinua indican efectos indirectos (Figura modificada
de Soares y cols., 2011).

El grupo de Clapcote y colaboradores generd una mutacion el exén 2 de DISC-1
en ratdén e identificd y caracterizé dos mutaciones sin sentido: Q31L y L100P (ver Figura
1.8) que se asociaban con comportamientos depresivo y esquizofrénico,
respectivamente. Los animales que expresaban alguna de estas dos mutaciones
poseian una disminucién de la proliferacién neuronal, una migraciéon aberrante, una
disminuciéon de la densidad de espinas dendriticas y un menor volumen cerebral.
Ademas, ambas mutaciones reducian la interaccion de DISC-1 con proteinas como

PDE4B y GSK3 (Clapcote y cols., 2007).

1.3.2. Neuregulina-1 y proteinas del dominio PDZ: Receptor ErbB4 y PSD-
95

La senalizacion de neuregulina-1 y su receptor ErbB4 (NRG1-ErbB4) es un
regulador esencial de la migracidn de las interneuronas corticales GABAérgicas durante

el desarrollo del cerebro. Tanto en animales adultos que carecen de estas proteinas
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como en los heterocigotos se ha observado una disminucidon de esta poblacidn de

interneuronas (Flames y cols., 2004).

Esta sefalizacion también afecta a diferentes niveles en la transmision
glutamatérgica. Es importante para la migracion radial de las neuronas piramidales que
se estan diferenciando como proyecciones glutamatérgicas desde el talamo dorsal a la

corteza (Lépez-Benito y cols., 2006).

El grupo de Tamalge alterd la sefalizacion NRG1-ErbB4 generando un ratén
heterocigoto para NRG1 y observé cambios en la plasticidad sindptica. Estos efectos
provocaron alteraciones en los niveles de receptores NMDA vy en el trafico a través de
los receptores AMPA. Por todas estas razones, esta sefializacién debe ser controlada
finamente para no interferir en la plasticidad sindptica y no alterar los circuitos

cerebrales (Tamalge, 2008).

1.3.2.1. Neuregulina-1

La neuregulina-1 (NRG1) es uno de los 20 genes que codifican ligandos para los
receptores ErbB, siendo su principal diana el ErbB4. NRG1 es un gen largo y complejo
que codifica 15-20 proteinas diferentes, que son generadas mediante procesos de
splicing alternativo. Hasta la fecha, se han descrito tres familias (tipo I, Il y 1lI)
presentes en todos los vertebrados y tres familias mas pequefias (tipo IV, V, VI) que

sélo aparecen en primates (Tamalge, 2008).

Todas las variantes funcionales de NRG1 contienen un dominio EGF esencial
para interaccionar con los receptores ErbB. La variabilidad de este dominio tiene
implicaciones funcionales pudiendo afectar a la afinidad de NRG1 por el receptoro a la

eficiencia con la que los precursores transmembranales son procesados.

Debido a la amplia gama de isoformas de NRG1, esta proteina posee multitud
de funciones (Figura 1.10) tanto durante el desarrollo como en la edad adulta. Se
expresan en muchos tejidos, incluido el sistema nervioso central, y tienen efecto sobre

la gliogénesis y la migraciéon neuronal durante el desarrollo del cerebro y el sistema
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nervioso adulto, teniendo un impacto en la expresion y activacién de receptores entre

los que se encuentran los receptores NMDA (lbrahim y cols., 2000).
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Figura 1.10. A. La neuregulina-1 es liberada por las neuronas para promover la formacién y el
mantenimiento de las células gliales radiales, que son necesarias para la migracion radial de las
neuronas desde las zonas ventriculares hasta la superficie del cerebro. B. La migracion
tangencial de interneuronas GABAérgicas requiere NRG1 en regiones corticales (DT, talamo
dorsal; GP, globo palido; LGE, eminencia ganglionar lateral; MGE, eminencia ganglionar medial).
C. La mielinizacion de los nervios periféricos estan controlados por NGR1 que producen los
axones. D. La NRG1 de los axones puede regular el desarrollo de oligodendrocitos y la
mielinizacién de los axones en el sistema nervioso central. E. La NRG1 es necesaria para la
formacion de conexiones neuromusculares (neuromuscular junctions 6 NMJs), probablemente a
través de efectos sobre la diferenciacién terminal de células de Schwann y la supervivencia. F.
La NRG1 estimula la formacién de sinapsis en el sistema nervioso central. Esta figura muestra
sinapsis excitatorias tipicas, formadas entre terminales glutamatérgicos y espinas (modificado
de Mei y Xiong, 2008).

Tras estudiar 33 familias de Islandia, se identifico el gen de la proteina
neuregulina 1, que se encuentra en el cromosoma 8p, como gen candidato para la
susceptibilidad de sufrir esquizofrenia (Stefansson y cols., 2002). Las consecuencias
funcionales de las variantes de este gen son todavia desconocidas. El gen de NRG1

codifica proteinas que estdn involucradas en varias funciones neuronales, desde la
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supervivencia neuronal hasta la mielinizaciéon y la plasticidad sindptica (Gogos y

Gerber, 2006).

1.3.2.1.1. Neuregulina-1y esquizofrenia

Se ha propuesto que el gen NRG-1 tiene un papel importante en la patogénesis
de la esquizofrenia. Se ha observado un vinculo entre la enfermedad y el cromosoma
8p en familias islandesas, mostrando también una conexidon en otras poblaciones
(Pulver y cols., 1995; Gurling y cols., 2001). Esta prueba se sostiene gracias a la
asociacion significativa de haplotipos coincidentes que contienen un Unico gen

conocido, el NRG1.

La neuregulina-1 y sus receptores son proteinas esenciales para el desarrollo
(Gassmanny cols., 1995). Los embriones que carecen de estas proteinas mueren en los
dias 10,5-11 de gestacion o nada mas nacer. Por el contrario, los animales
heterocigotos (NRGl+/') son viables y viven hasta la edad adulta (Gerlai y cols., 2000)
mostrando una hiperactividad en pruebas comportamentales como son el campo
abierto o el laberinto en Y. Ademas, el tratamiento con el antipsicotico clozapina
revierte este fenotipo, aunque no los déficits observados en la inhibicidn prepulso (PPI)
(Stefansson y cols., 2002). También el numero de receptores NMDA en ratones NRG1""
es menor, al igual que ocurre en cerebros de pacientes con esquizofrenia (Balu y Coyle,
2015). De este modo, estos resultados sugieren que las variantes del gen NGR1
podrian contribuir a la patogénesis en algunos pacientes con esquizofrenia,
probablemente mediante una disminucidén de la sefializaciéon a través de NRG1. A
pesar de todos estos datos, a dia de hoy, se desconoce cémo contribuye la proteina

NRG1 a la susceptibilidad de padecer esquizofrenia (Stefansson y cols., 2002).

1.3.2.2. Receptor ErbB4

El receptor ErbB4 es el principal receptor de NRG1 en neuronas del sistema
nervioso central y colocaliza con los receptores glutamatérgicos NMDA formando
complejos postsindpticos (Garcia y cols., 2000) (Figura 1.11). En el sistema nervioso
central las subunidades de NMDA, NR2A y NR2B se activan por fosforilacion y esta

modificacion postranscripcional aumenta la actividad del receptor alterando las
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propiedades cinéticas del canal. Garcia y sus colaboradores en 2000 apuntaban la
posibilidad de que la activacidon dependiente de los receptores ErbB4 y su activacién
por NRG1 podia regular la plasticidad sinaptica reclutando tirosina quinasas que
regulan la funcién del receptor NMDA. Asi, la proteina NRG1 podria actuar sobre la
expresién, localizacidon y fosforilacién de las subunidades de los receptores NMDA
facilitando la transmisién glutamatérgica. Por tanto, los efectos dependientes de
actividad de NRG1 y ErbB4 en la eficiencia de la transmisién glutamatérgica pueden ser

un mecanismo de plasticidad sindptica.
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Figura 1.11. Representacion esquematica de una sinapsis glutamatérgica. La NRG1 estd
presente en vesiculas sindpticas glutamatérgicas, regulando la expresiéon de receptores NMDA,
activando los receptores ErbB4 e interactuando con PSD (Figura modificada de Owen y cols.,
2004).

El receptor ErbB4 no sdlo se expresa en el sistema nervioso durante el
desarrollo, sino que también lo hace en el cerebro adulto donde forma parte del
complejo PSD. Estos datos sugieren que la sefializacion por NRG1 podria estar limitada
a la sinapsis y/o que NRG1 podria tener un papel en el mantenimiento y/o regulacion

de la funcién y estructura sinaptica (Huang y cols., 2000).
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1.3.2.3. Proteina PSD-95

La proteina PSD-95, también conocida como SAP90, contiene tres dominios
PDZ, un dominio homdlogo a Scr (SHs), un dominio guanilato quinasa y una secuencia
de 190 aminodcidos. Parece ser una proteina importante en la organizacién molecular
postsindptica en neuronas (Kornau y cols., 1995).

Esta proteina interactia con el extremo C-terminal intracelular de los
receptores glutamatérgicos NMDA vy canales de K*, siendo también importante en las

conexiones intercelulares entre distintas neuronas (Irie y cols., 1997).

Existen varias evidencias que sugieren que las proteinas del complejo PDZ,
como la PSD-95, sirven como andamio que estructura los canales iénicos y moléculas
de sefializacién en las sinapsis (Kennedy, 1993; Kennedy, 1998), habiendo una
asociaciéon entre los receptores ErbB4 y NMDA gracias a su interaccion con proteinas
que poseen el dominio PDZ. Ademas, se cree que pueden facilitar o restringir la
sefnalizacion por neurotransmisores en las sinapsis. De hecho, los resultados de Huang
y colaboradores en el afio 2000 sugieren que la proteina PSD-95 podria acercar los

receptores ErbB4 para su dimerizacién aumentando la sefial de NRG1.

1.4. SISTEMA CANNABINOIDE

Los receptores cannabinoides, sus ligandos enddgenos y sus enzimas de
biosintesis 'y degradacién, constituyen el sistema de neuromodulacién
endocannabinoide. El sistema endocannabinoide no estd localizado en vias especificas,
sino que esta distribuido de manera difusa por todo el cerebro y sus funciones estdn

empezando a ser comprendidas en la actualidad (Ashton y Moore, 2011).

Hasta la fecha se han identificado dos tipos de receptores cannabinoides, los
receptores CB1 y CB2 (Figura 1.12) que se diferencian en el modo de transmitir la sefial
y en su distribuciéon en los diferentes tejidos. La activacion de los receptores
cannabinoides da lugar a una inhibicion de la adenilil ciclasa (AC), lo que impide la
conversion del ATP a AMP ciclico (AMPc). También se han observado una interaccién

con ciertos canales de iones.
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Figura 1.12. Esquema representativo de los receptores CB1 (izquierda) y CB2 (derecha). La letra
e representa los dominios extracelulares y la letra i los dominios intracelulares.

1.4.1. Receptor CB1

El receptor CB1 fue el primer receptor cannabinoide en caracterizarse, su
estructura se ha descrito en rata (Hajos y cols., 2001), en humano (Shire y cols., 1995) y
ratén (Chakrabarti y cols., 1995). Este receptor se expresa ampliamente en cerebro,
donde participa en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores, siendo el
receptor acoplado a proteina G (GPCR) mas abundante en el cerebro de los mamiferos

(Wilson y Nicoll, 2002).

Los mecanismos intracelulares por los que principalmente actta el receptor
CB1 incluyen la inhibicién del adenilil ciclasa (AC). Ademas, también inhiben los canales
de Ca®* dependientes de voltaje y activan los canales K* (Mackie y cols., 1995). De
manera similar, la activacion de los receptores CB1 permite la activacion de MAP
guinasas (Bouaboula y cols., 1995), particularmente las quinasas reguladas por sefiales

extracelulares (ERK).

Los animales que carecen del receptor CB1 exhiben unas respuestas
emocionales alteradas bajo condiciones ambientales adversas, y se ha propuesto
recientemente como un modelo util para evaluar los trastornos depresivos (Valverde y

Torrens, 2012).

Existen varias evidencias que apoyan una relacion entre un sistema

endocannabinoide alterado y la esquizofrenia. En estudios clinicos, se ha descrito una
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regulacion al alza del receptor CB1 en regiones corticales (Dean y cols., 2001;
Zavitsanou y cols., 2004; Newell y cols., 2006) como la corteza cingulada anterior y
posterior (Rapp y cols., 2013; Kucerova y cols., 2014). Sin embargo, también existen
investigaciones con resultados contrarios. Desafortunadamente, en la mayoria de
estos estudios no se considerd el tratamiento antipsicético de los individuos, un factor
de confusidon que podria afectar a los resultados obtenidos. De hecho, se ha descrito
una disminucion del receptor CB1 en individuos tratados con farmacos antipsicéticos

frente a los individuos no tratados en los que no cambiaba (Uriglien y cols., 2009).

La contribucién del receptor CB1 se ha investigado también desde el punto de
vista de los modelos animales. Al administrar feniciclidina (PCP) a ratones se producen
efectos similares a algunos sintomas presentes en la esquizofrenia como por ejemplo:
aumento de la locomocion, comportamientos estereotipados y disminucion de la
interaccion social, efectos que no se observan en los animales knock-out del receptor
CB1. Por el contrario, estos animales knock-out presentan una disminucién de la
actividad locomotora, y un aumento notable de la ataxia pero no demuestran cambios

en la interaccion social (Vigano y cols., 2009).

El bloqueo genético del CB1 modifica profundamente los efectos
comportamentales del PCP, sugiriendo que este receptor podria tener un papel en la

esquizofrenia.

1.4.2. Receptor CB2

El receptor CB2 se expresa fundamentalmente en el sistema inmune periférico,
como bazo de rata y células inmunes en humano (Galiegue y cols., 1995) y en menor
medida en musculo, higado, intestino y testiculo, asi como en tejido adiposo (Roche y

cols., 2006).

Existen diferentes evidencias que postulan que el receptor CB2 estd
involucrado en esquizofrenia. Asi, la remision clinica de algunos sintomas de la
esquizofrenia, como es la mejoria en al escala PANNS (Escala de sindromes positivos y
negativos — del inglés Positive And Negative Syndrome Scale), se acompana de una
disminucion significativa de los niveles de ARNm del receptor CB2 en células
mononucleares de sangre periférica (Giuffrida y cols., 2004).
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La ausencia del receptor CB2 altera la actividad motora, induce ansiedad,
trastornos depresivos y un déficit cognitivo que incluye danos sensomotores en
modelos animales (Ortega-Alvaro y cols., 2011). Los ratones knock-out del receptor
CB2 muestran una disminucién de la actividad locomotora espontdnea y una mayor
sensibilidad a los efectos motores de la administracidn aguda de cocaina en la prueba
del campo abierto. De hecho, estos ratones presentan una mayor vulnerabilidad
ansiogénica (caja clara y oscura y laberinto elevado en cruz) y a estimulos depresivos
(Tail Suspension Test o TST). Ademds, estos animales presentan alteraciones en la
memoria a corto y largo plazo y una inhibicién prepulso reducida tal y como se ha

observado en pacientes con esquizofrenia (Braff y cols., 2001).

1.4.3. Consumo de cannabis y esquizofrenia

Durante las ultimas décadas, el consumo de cannabis se ha incrementado hasta
llegar a ser la sustancia ilegal mas consumida en el mundo (United Nations Office on
Drugs and Crime, 2013). La disminucién de la percepcion de riesgo y el aumento del
consumo, principalmente en la poblacién adolescente, son fendmenos emergentes en
la actualidad. En el caso de los individuos con esquizofrenia su uso es mayor que el de

la poblacién en general (Green, 2005).

La intoxicacion por cannabis puede llevar a un episodio psicético agudo vy
pasajero y producir sintomas psicéticos a corto plazo, una asociacién que se ha
confirmado mediante la administracion experimental de tetrahidrocannabinol (THC),

principal compuesto activo del cannabis (D’Souza y cols., 2004; Morrison y cols., 2009).

Es conocida la influencia negativa del uso de cannabis sobre el curso vy
prondstico de la enfermedad en los pacientes esquizofrénicos consumidores. Sin
embargo, es controvertida la relacion entre el consumo y el desarrollo de psicosis
esquizofrénica o sintomas psicoticos prolongados (Power y cols., 2014); existen
estudios que sugieren que el consumo de cannabis es un factor de riesgo (Ferdinand y
cols., 2005) y estudios que concluyen lo contrario (Fergusson y cols., 2005; Lejoyeaux y

cols., 2014).

Los resultados contradictorios sobre la asociacion de causalidad de la
esquizofrenia mediante el consumo de cannabis sugieren que la relacion puede ser
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bidireccional y que los riesgos del uso de cannabis pueden estar sobreestimados
considerando el impacto econdmico y sanitario que puede acarrear (Power y cols.,

2014).

1.5. PROTEINAS DE LAS ViAS APOPTOTICAS

La apoptosis o muerte celular programada es el proceso ordenado de muerte
de una célula ante estimulos extra o intracelulares. Existen dos vias distintas de
activacion: una asociada a cambios en la permeabilidad mitocondrial y otra asociada a
sefales originadas en los receptores de muerte celular, localizados en la membrana

plasmatica (Figura 1.13).

La via intrinseca o mitocondrial es el resultado de la desaparicion de los
estimulos de supervivencia provocando un aumento en la permeabilidad de las
mitocondrias que liberan al citoplasma proteinas como el citocromo ¢, que actlia como

cofactor de las proteinas activadoras de la apoptosis (Apaf-1).
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Figura 1.13. Esquema de las vias de sefalizacion apoptdtica intrinseca y extrinseca, y
mecanismos efectores de la muerte celular.
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La via extrinseca o mediada por receptores de la apoptosis se desencadena tras
la unidn de ligandos a receptores de muerte celular. Uno de estos receptores es Fas
(CD95), un receptor de muerte perteneciente a la superfamilia de receptores del factor
necrético tumoral (TNRF) (Cheema y cols, 1999). FasL, su ligando, se une a Fas
formandose grupos de tres o mas moléculas de receptores Fas. Gracias a esta
agregacion, los receptores agrupados se unen a una proteina adaptadora que contiene
un dominio de muerte citosélico llamado FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain). Este dominio, por su parte, se fija a la forma inactiva de la proteina caspasa-
8, que experimenta una autoactivacion catalitica siendo capaz de activar otras
caspasas efectoras y desencadenar la apoptosis (Figura 1.15). Esta via de la apoptosis
se llama muerte celular inducida por activacién dado que se ve inducida por la

activacion receptor/ligando y no por la ausencia de estimulos de supervivencia.
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Figura 1.14. Esquema de las principales proteinas implicadas en la via de sefalizacion
apoptética extrinseca y mecanismos efectores de muerte celular.
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1.5.1. Receptor Fas

El receptor Fas es una proteina de la membrana plasmdtica con
aproximadamente un peso de 36 kDa y un dominio citoplasmatico de "muerte celular"
conservado (Danial y Korsmeyer, 2004). Este receptor pertenece a la familia de los
receptores TNF (Tumor Necrosis Factor), juega un papel critico en el sistema
inmunolégico y, entre sus funciones, induce la muerte de células infectadas por

agentes patogenos (Strasser y cols., 2009).

El gen del receptor Fas (12 kb, 9 exones, localizado en el cromosoma 10q
humano) se expresa en diferentes lineas celulares y tejidos con alta variablidad. En
ratones se ha observado una expresion abundante de esta proteina en drganos como
el timo, el higado, el corazdn, el pulmodn, el rifidén y los ovarios. En células del timo de
raton, el receptor Fas se expresa en casi todas las poblaciones excepto en las dobles

negativas (CD4- CD8-) (Danial y Korsmeyer, 2004).

Los animales que carecen de este receptor desarrollan una enfermedad
autoinmune parecida al lupus humano, asi como un agradamiento de los nodulos

linfaticos (Budd y cols., 2006)

1.5.2. Proteinas FADD y p-FADD

La proteina FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) se identific
como una molécula clave en la transmision de la sefial de los receptores de muerte Fas
después de su asociacidon en formas oligoméricas (Chinnaiyan y cols., 1995; Scott y
cols., 2009). Su peso es de 55 kDa y su gen se encuentra en el cromosoma nimero 7 en
ratén, siendo su longitud de 205 aminodcidos. Es una proteina que se expresa en la
mayoria de drganos incluyendo higado, rifidn, tiroides, corazén, bazo, timo, pulmén,

glandulas salivares, cerebro, ojo, musculo y piel.

El grupo de Tourneur generd ratones mutantes carentes de FADD y demostré
que su expresion es necesaria durante el desarrollo del embridn. De hecho, los ratones
knock-out de FADD no fueron viables y los embriones murieron en el Utero en el dia
12,5. En el dia 11,5 los embriones mutantes estaban menos desarrollados al

compararlos con embriones normales y mostraban signos de hemorragia abdominal.
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Finalmente, la ausencia de FADD tenia como consecuencia un fallo cardiaco

observado en mas del 80% de los animales mutantes (Tourneur y Chiocchia, 2010).

Ademas de la regulacion de la apoptosis, el complejo Fas/FADD juega papeles
importantes en el crecimiento celular y la diferenciacidon (Valmiki y Ramos, 2009), asi
como mediando sefiales no-apoptéticas en el sistema nervioso central (Reich y cols.,

2008).

La mayoria de la funciones no-apoptéticas de FADD estan reguladas por la
fosforilacién de una unica serina situada en el extremo C-terminal, fuera del dominio
de muerte (en ratdon Ser191 y en humano Ser194) formandose p-FADD (Ramos-Miguel
y cols., 2009). La caseina quinasa la (CKla), una serina/treonina quinasa de amplia
distribucién subcelular, es la principal responsable de la fosforilaciéon de FADD en la
Ser194 en distintos tipos celulares. Mediante este mecanismo, esta enzima
multifuncional puede regular el ciclo celular y la sensibilidad a farmacos

antineoplasicos (Alappat y cols., 2005).

1.5.3. Mecanismo efector de muerte neuronal: PARP-1

La apoptosis, tras la activacidon de las vias extrinseca y/o intrinseca, continta
con la fragmentacion y activaciéon de las caspasas efectoras, de las cuales, en
mamiferos, la principal representante es la caspasa-3 (Kumar y cols.,, 2007). El
fragmento activo de la caspasa efectora comienza a proteolizar substratos citosélicos,
entre los que destacan neurofilamentos y tubulinas, desestructurando la arquitectura
celular. Ademas, es capaz de trasladarse al nucleo, donde segmentard sus sustratos,
activard nucleasas y desencadenarad la disgregacion cromosdmica y nuclear observada
en células apoptodticas. Entre los substratos mas destacables de las caspasas efectoras

se encuentra la proteina PARP-1.

La proteina PARP, o Poli (ADP-ribosa) polimerasa, es una enzima nuclear ubicua
qgue dentro de sus funciones engloba la reparacién del ADN. Esta proteina regula la
magquinaria nuclear utilizada para la reparacion del ADN. Si esta se mantiene sin

reparar, el dafio a nivel de ADN podria inducir la muerte celular.

44



Eva Munarriz-Cuezva Introduccion

La PARP-1 es una enzima nuclear de 116 kDa, que cataliza la transferencia de
unidades de ADP-ribosa empleando como sustrato NAD®, sobre residuos carboxilicos
de glutamico y aspartico de proteinas nucleares. Una de las funciones bioldgicas de la
proteina PARP-1 es la reparacion del ADN y el mantenimiento de la integridad del

genoma.

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas involucradas en reparacion del
ADN y muerte celular programada. Dentro de este grupo existen 17 proteinas

diferentes teniendo cada una de ellas diferente estructura y funcion.

La proteina PARP esta compuesta de cuatro dominios de interés: un dominio de
enlace con el ADN; un dominio de interaccidon con la caspasa; un dominio auto-
modificador y un dominio catalitico. El dominio de enlace con el ADN estd compuesto
por dos motivos tipo dedos de zinc. En presencia de ADN dafiado (delecién de una
base), este dominio se une a la doble hélice induciendo un cambio conformacional. Se
ha demostrado que esta union se produce independiente de los otros dominios. Esta
es una parte integral de un modelo de muerte celular programada basado en la
inhibicién de caspasa (Figura 1.15). El dominio de auto-modificacion es responsable de
liberar la proteina a partir del ADN después de la catdlisis. Ademas, desempefia un

papel integral en la inactivacion inducida por la escisién.
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Figura 1.15. Proteina PARP-1 y respuestas celulares al dafio en el ADN. La intensidad del dafo

en el ADN determina las vias celulares: supervivencia, apoptosis o necrosis. En el caso de un

dafio medio, la PARP-1 repara el ADN, manteniendo la célula viva. Cuando el dafio va mas alla

de la reparacion, la PARP-1 facilita la apoptosis, previniendo la disminucién de ADN y reparando

el ADN mediante fragmentacion de PARP-1 inducida por caspasas. El dafio severo del ADN

sobreactiva la PARP-1, disminuye la energia celular y promueve la muerte necrética de la célula
(Figura modificada de Virag y Szabo, 2002).

La proteina PARP se localiza en el nucleo de la célula y su funcién principal es

detectar las roturas en la cadena de ADN de tipo single strand DNA break (SSB).

Cuando esta proteina detecta una SSB, se une al ADN y después de un cambio

estructural, empieza la sintesis de la cadena con ayuda de otras enzimas reparadoras

de ADN como la ADN ligasa Ill.

Se ha demostrado que la inhibicion de PARP aumenta la citotoxicidad de los

agentes genotodxicos, los cuales podrian ser explotados como terapia anti-cancerigena.

Consecuentemente con esto, los animales knock-out de esta proteina presentan un

aumento de la letalidad frente a radiaciones ionizantes y agentes alquilantes. Por otro

lado, una actividad aumentada de PARP-1 se relaciona con una mayor longevidad en

mamiferos (Gebhard y cols., 2011).
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1.5.4. Apoptosis y esquizofrenia

La esquizofrenia esta asociada con una gran variedad de manifestaciones
fisicas, como por ejemplo, metabdlicas o neuroldgicas. Las células de mamiferos
emplean mecanismos de senescencia celular y apoptosis como control de dafos
inevitables en el ADN. La exacerbacién de estos procesos se asocia con un
envejecimiento acelerado y abre investigaciones en el campo del control epigénetico

del genoma (Papanastasiou y cols., 2011).

Numerosos estudios con muestras de cerebro postmortem revelan una pérdida
de volumen cerebral, atrofia y alteraciones estructurales en individuos con
esquizofrenia (Wong y Van Tol, 2003; Arango y cols., 2012), hallazgos compatibles con
un aumento de la apoptosis en varias regiones cerebrales, incluida la corteza cerebral

(Catts y Weickert, 2012; Sellmann y cols., 2014).

En un trabajo reciente no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en las proteinas pertenecientes a la via extrinseca de la apoptosis entre
individuos con esquizofrenia comparados con individuos control. No obstante, se
observan disfunciones en los componentes de la via intrinseca, lo cual sugiere que la
muerte celular en esquizofrenia estd mediada por factores mitocondriales (Garcia-

Fuster y cols., 2014).

1.6. MODELOS ANIMALES

Los modelos animales son esenciales para conocer las funciones y mecanismos
del organismo, asi como para saber cémo trabajan los farmacos, desarrollando nuevos
agentes terapéuticos y obteniendo datos criticos para el avance de los nuevos

compuestos hacia los ensayos clinicos.

El modelo animal intenta imitar las patologias y otros procesos asociados a la
enfermedad humana. En el campo de la genética, el desarrollo de animales
transgénicos permite determinar la funcién de un gen especifico, y potencialmente
desarrollar modelos animales ligados a enfermedades humanas. A la hora de disefiar
modelos animales de enfermedades mentales se encuentra un gran problema ya que

no existen evidencias claras de que lo que sucede en el cerebro del animal sea
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equivalente a lo que sucede en el cerebro humano. La mayoria de los sintomas
utilizados para estabilizar los diagndsticos psiquidtricos en humanos (como por
ejemplo, alucinaciones, tristeza o culpa) no se pueden determinar en animales.
Cuando hay correlaciones razonables en animales (por ejemplo en su memoria de
trabajo o comportamiento social), la correspondencia solamente puede ser

aproximada.

Un buen modelo animal deberia cumplir siguientes criterios tanto como sea
posible: similitud en la conducta, causas semejantes, fisiologia similar y tratamiento
equivalente. Ademads, aparte de presentar alta fiabilidad, gran consistencia y
estabilidad, deberia establecer validez de contenido, validez predictiva y validez de

constructo.

La validez de contenido hace referencia a las similitudes fenotipicas de las
caracteristicas anatdmicas, bioquimicas, neuropatoldgicas o comportamentales entre
el modelo animal y la enfermedad humana. La validez predictiva es la capacidad que
presenta el modelo para responder a un tratamiento y poder predecir su efecto en el
ser humano. Por ultimo, la validez de constructo se relaciona con un disefio vinculado

con alteraciones previamente obsservadas en humanos.

Un modelo animal que cumpla una o varias de estas premisas se puede
emplear para investigar los mecanismos de un aspecto especifico del modelo que es

“homologo” al trastorno humano.
1.6.1. Modelos animales utilizados para el estudio de esquizofrenia

1.6.1.1. Modelos animales farmacolégicos

Los modelos farmacoldgicos se basan en administrar agonistas o antagonistas
de receptores y se pueden controlar temporalmente, y espacialmente si se administra
la sustancia intracranealmente. Concretamente, en los modelos animales de psicosis
se inducen conductas anormales mediante administracién de psicomiméticos, tanto
estimulantes como alucinégenos. Por ejemplo, la administracion de anfetamina a los

roedores aumenta la actividad locomotora y puede producir estereotipias,

48



Eva Munarriz-Cuezva Introduccion

demostrando similitudes con estadios iniciales de los trastornos psicéticos en

humanos.

El modelo de la esquizofrenia basado en anfetamina se basa en la capacidad de
la anfetamina para alterar la actividad motora, la funcién sensiomotora, la atencién, la
conducta sexual, el aprendizaje, la memoria, el sueno y la ingesta de comida. Esta
sustancia, a dosis elevadas, induce reacciones psicoticas en individuos sanos y
aumenta la sintomatologia psicética en pacientes con esquizofrenia. Sin embargo, la
psicosis anfetaminica como modelo animal de esquizofrenia es incapaz de reproducir
la sintomatologia negativa de la enfermedad. En roedores, las estereotipias y la
hiperactividad inducidas por anfetamina se consideran correlatos de la psicosis, siendo

revertidos por fdrmacos neurolépticos (Steeds y cols., 2015).

Los modelos animales glutamatérgicos son animales tratados con dosis
moderadas de antagonistas del receptor NMDA, como son la ketamina vy la
fenilciclidina (PCP) y la dizocilpina (MK801), y reproducen los sintomas positivos
(hiperlocomocion, estereotipias,...), y los sintomas negativos (déficit en interaccion

social) y alteraciones cognitivas (Mattei y cols., 2015).

En los ultimos afos también se han empezado a utilizar modelos de infeccién
durante la gestacién (Maternal Infections Activations o MIA). Estos modelos se basan
en un incremento de la probabilidad de que la descendencia desarrolle esquizofrenia
en la edad adulta tras infecciones bacterianas o virales durante el segundo trimestre
de gestacion de la madre. Se cree que un incremento en las citoquinas
proinflamatorias en respuesta a las infecciones es capaz de alterar el neurodesarrollo
del feto aumentado la vulnerabilidad a la enfermedad. En la actualidad, uno de los
modelos MIA mas utilizado es el modelo Poly (I:C) o administracion de
polyinosinic:polycytidylic acid. Esta sustancia es un inductor de citoquinas sintético que
induce disfunciones en el comportamiento de la descendencia parecidas a las

observadas en otros modelos animales de esquizofrenia (Mattei y cols, 2015).
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1.6.1.2. Modelos animales genéticos

Con los avances en el campo de los organismos modificados genéticamente, los
efectos de las alteraciones del genoma en la expresion fenotipica se han convertido en
un area de interés en la investigacidn sobre esquizofrenia, generandose en pocos afos
varios modelos animales genéticos. Estos modelos son animales knock-out o knock-in,

dependiendo de si carecen o sobreexpresan una proteina, respectivamente.

Son muchos los genes que se han relacionado con la esquizofrenia, algunos
implicados en plasticidad neuronal, funciones glutamatérgcias y dopaminérgicas y
sinaptogenesis, como pueden ser la neuregulina-1, el gen de la proteina Disrupted in
Schizophrenia-1 y la proteina Reelin (McGonigle, 2014). Todos ellos han servido de
base para crear animales transgénicos que exhiban fenotipos similares a las

caracteristicas que se presentan en la esquizofrenia.

Uno de los modelos animales mas utilizados es el que se basa en el gen
Disrupted in Schizophrenia (Disc-1), que se asocié con una familia escocesa que sufria
la enfermedad. En varios estudios se han utilizado ratones mutados para este geny en
algunos de ellos se han encontrado alteraciones comportamentales similares a las
presentes en la esquizofrenia. Sin embargo, las mutaciones en Disc-1 se han asociado
también a otros trastornos, lo que crea confusion sobre la validez de constructo de

este modelo (Nestler y Hyman, 2010).

Los modelos animales genéticos basados en variantes comunes de pequenos
efectos (como son los animales knock-out) deben de ser abordados con cuidado, ya
qgue no se sabe la penetrancia de la variante sobre la alteracion (idealmente tendria
que ser penetrancia mendeliana). A mayor penetrancia de un gen en humanos, mas
fiable serd el modelo animal que se genere. Este es el caso, por ejemplo, del
polimorfismo valina/metionina (Val/Met) en el gen que codifica la catecol-O-
metiltransferasa  (COMT), enzima que degrada los neurotransmisores
catecolaminérgicos. La asociacion entre este polimorfismo y la esquizofrenia es
variable, existiendo estudios que confirman y desmienten la relacién, ya que se sugiere
que estos pequefios cambios pueden aumentar el riesgo pero no ser una causa directa.

Algunos de estos modelos animales, por tanto, no podrian ser aceptados como
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modelos de la enfermedad por su falta de validez de constructo (Nestler y Hyman,

2010).
1.6.1.3. Limitaciones de los modelos animales

Una de las limitaciones que presentan los modelos animales en la tendencia al
aislamiento de factores causales Unicos mientras que en pocos casos se puede
identificar claramente un solo factor causante de la esquizofrenia. Ademas, los
fenotipos de ratén transgénico suelen no ser complemente iguales al trastorno en el
ser humano debido a que el mismo gen expresado en contextos diferentes puede dar

lugar a fenotipos diversos.

A pesar de éstas y otras limitaciones, los modelos animales ofrecen una
oportunidad esencial para conocer y poder tratar los trastornos psiquiatricos. Dado
que el ciclo vital de la mayor parte de los animales es mucho menor que del humano,
los modelos animales facilitan los estudios longitudinales a través del tiempo y los
estudios de neurodesarrollo. También permiten realizar experimentos controlados sin
factores de sesgo como son la comorbilidad, el abuso de drogas y/o los efectos de

diversos farmacos.

Los modelos animales también proporcionan tejido cerebral para la
investigacion celular y molecular de alta calidad y por ello, deben seguir
desempeiiando un papel importante en la generacién, verificacion y difusién de las
teorias actuales y de los tratamientos farmacoldgicos para los trastornos psiquiatricos

humanos.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La esquizofrenia es una enfermedad crdnica que se caracteriza por una
alteracion de la realidad y del comportamiento social, ademds de por una
desorganizacion de la personalidad. Se trata de una patologia que se inicia al final de la

adolescencia o principios de la juventud, presentando un alto componente genético.

En los dltimos anos, han aumentado los estudios que relacionan las proteinas
presinapticas y la esquizofrenia. Este fenomeno ha generado la hipdtesis de que la
esquizofrenia podria ser una enfermedad de la propia maquinaria de liberacién de
neurotransmisores. En este sentido, estudios de protedmica realizados en muestras
cerebrales de individuos con esquizofrenia sugieren la presencia de alteraciones en la

proteina muncl8-1, una de las proteinas implicadas en este mecanismo.

La induccién de la alteracidén de dicha proteina en ratones podria reproducir
algunos de los sintomas de la esquizofrenia, generando asi un modelo animal de la
enfermedad. Ademas de reflejar los sintomas de la esquizofrenia, éstos también

deberian de ser paliados mediante el tratamiento antipsicético actual.

2.1. Evaluacion de las proteinas presindpticas en corteza prefrontal de

individuos con esquizofrenia y el efecto del tratamiento antipsicotico

Dada la controversia existente en la bibliografia, en la primera parte de esta
Tesis se marcd como objetivo principal evaluar la expresion de algunas de las proteinas
presinapticas que participan en el proceso de liberacion de neurotransmisores a la
hendidura sindptica. Para llevar a cabo este estudio se utilizd una coleccién de
muestras cerebrales postmortem procedentes de individuos con esquizofrenia e

individuos control emparejados y se desarrollaron los siguientes objetivos:
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1.- Cuantificar de manera paralela el contenido proteico de las isoformas
muncl8-1a/b y sintaxina-1A en individuos con esquizofrenia e individuos que
habian cometido suicidio no diagnosticados de esquizofrenia, comparados con

los individuos control emparejados.

2.- Evaluar la influencia de la exposicion a farmacos psicoactivos sobre el estado
de las proteinas diana en muestras cerebrales de individuos con esquizofrenia
tratados y no tratados con antipsicoticos, en funcion de la presencia o ausencia

de antipsicoticos en plasma en el momento del fallecimiento.

3.- Cuantificar la expresiéon de otras proteinas presindpticas en corteza
prefrontal postmortem de una poblacién de individuos con esquizofrenia y sus

controles emparejados.

4.- Comprobar si los cambios observados en esquizofrenia son especificos de
dicha enfermedad o comunes a otras enfermedades mentales, mediante la
cuantificacién de la expresion de las proteinas presindpticas en corteza
prefrontal postmortem de una poblacion de individuos con depresién mayor y

sus controles.

5.- Cuantificar la expresién del complejo SNARE, evaluar su degradacion
postmortem y su distribucion cerebral y celular en muestras de corteza cerebral
postmortem de individuos con esquizofrenia, individuos con depresion mayor y

sus respectivos individuos control.
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2.2. Caracterizacion neuroquimica y comportamental del modelo animal

Munc18-OE

Debido a las evidencias observadas, se decidié disefiar un animal que
presentase una sobreexpresion de la isoforma muncl8-la en diferentes regiones
cerebrales, el ratdn Munc18-OE (overexpression). El objetivo general de esta parte del
trabajo consistié en caracterizar a nivel neuroquimico, anatémico y comportamental

este modelo animal. Para ello, se marcaron los siguientes objetivos especificos:

1.- Confirmar la sobreexpresién de la isoforma munc18-1a tras la generacion de
modelo animal Munc18-OE mediante técnicas de cuantificacién tanto de ARN
mensajero como de niveles proteicos, comparando animales transgénicos con

sus homadlogos salvajes.

2.- Evaluar la expresion génica y proteica de munc18-1 tras la administracion

aguda de clozapina.

3.- Cuantificar la expresién de las proteinas presindpticas analizadas en las

muestras cerebrales postmortem del modelo animal Munc18-OE.

4.- Evaluar el contenido proteico de las proteinas quinasa dependiente de
ciclina-5 (Cdk5) y la proteincinasa C (PKC) que se encargan de fosforilar la

proteina munc18-1.

5.- Cuantificar la expresidn de otras proteinas relacionadas con la esquizofrenia
como DISC-1, neuregulina-1, su receptor ErbB4 y PSD-95 en el modelo animal
Muncl8-OE vy sus respectivos controles. Posteriormente, evaluar las
inmmunodensidades de estas proteinas tras un tratamiento agudo con

clozapina.

6.- Analizar el contenido proteico de los receptores cannabinoides CB1 y CB2,
asi como los de las proteinas de las vias apoptéticas FADD, p-FADD, PARP-1 y

receptor Fas, en el modelo animal Munc18-OE y sus homologos salvajes.

57



Hipdtesis y objetivos Eva Munarriz-Cuezva

7.- Evaluar el comportamiento del modelo animal Muncl18-OE analizando su
actividad motora, coordinacién, capacidad exploratoria, ansiedad vy

sintomatologia depresiva.
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3.1. MUESTRAS CEREBRALES POSTMORTEM

Las muestras de cerebro humano se obtuvieron en autopsias judiciales llevadas
a cabo en el Instituto Vasco de Medicina Legal de Bilbao (Espafia) y en el Centro
Universitario de Medicina Legal de Ginebra (Suiza). El estudio se desarrollé conforme a
las regulaciones juridicas y éticas vigentes en el momento para estudios con cerebro

humano postmortem.

Para la obtencion de muestras cerebrales se seleccionaron individuos
caucasicos que habian fallecido por suicidio, por causas violentas o naturales, con y sin
diagnéstico de enfermedad psiquiatrica. En todos los casos, se realizé una busqueda
retrospectiva del diagndstico previo al fallecimiento utilizando la informacién de las
historias clinicas. Tanto la recogida de las muestras como el rastreo de las historias

clinicas se desarrollaron dentro de la mas estricta confidencialidad.

En total se utilizaron muestras procedentes de 24 individuos diagnosticados de
esquizofrenia fallecidos por suicidio y sus respectivos controles, esto es, individuos
fallecidos sin diagndstico previo de enfermedad mental. Ademas, se selecciond
también un grupo de 13 individuos suicidas sin diagndstico conocido previamente de
enfermedad mental (como control del factor suicidio) y otro grupo de 12 individuos

diagnosticados de depresion mayor.

En el transcurso de las autopsias se obtuvo muestra para realizar un analisis
toxicoldgico con el fin de determinar la presencia de farmacos y otras sustancias en el
momento del fallecimiento. Dicha determinacion se realizo en el Instituto Nacional de
Toxicologia (Madrid) y el Centro Universitario de Medicina Legal (Ginebra). Los grupos
de individuos con esquizofrenia y con depresién mayor se clasificaron en subgrupos de
acuerdo a la ausencia o presencia de antipsicéticos o antidepresivos en plasma y/u

orina en el momento del fallecimiento.

Los individuos control se emparejaron por edad, género e intervalo
postmortem con los individuos de los grupos esquizofrenia, suicidio y depresion mayor.

Los grupos de individuos se presentan en la tabla 3.1 y tabla 3.2.

61



Sujetos, material y métodos

Eva Munarriz-Cuezva

Tabla 3.1. Caracteristicas de los individuos con esquizofrenia (SZ), individuos fallecidos por
suicidio sin diagnéstico de esquizofrenia (Sui no-SZ) y sus respectivos controles utilizados en los

ensayos de expresion de proteina.

Grupo N¢ Sexo
1 1 Mujer
2 Mujer
3 Mujer
2 4 Varén
5 Varén
6 Varén
3 7 Varon
8 Vardn
9 Vardn
4 10 Vardn
11 Varon
12 Vardn
5 13 Vardn
14 Varon
15 Varon
6 16 Varén
17 Varon
18 Varon
7 19 Vardn
20 Varén
8 21 Vardn
22 Varon
9 23 Vardn
24 Varon
10 25 Mujer

Edad

(afios) (horas)

35

39

44

48

43
41
41

41
37
49

49
50
25

24
27
45

44
41
21

21
23

23
33

33
30

IPM

11

24

16

19
12
24

41
41
17

41
29
42

45
42
30

31
50
16

24
27

43
41

36
15

Causa de la muerte

Accidente (trafico)

Accidente
(precipitacion)

Suicidio (ahorcamiento)
Accidente (intoxicacién

por CO)

Natural (paro cardiaco)

Suicidio (herida de bala)

Accidente (caida)

Suicidio (herida de bala)
Suicidio (ahorcamiento)

Accidente (trafico)

Suicidio (ahorcamiento)
Suicidio (ahorcamiento)

Accidente (trafico)

Suicidio (precipitacidn)
Suicidio (precipitacién)

Accidente (trafico)

Suicidio (ahorcamiento)
Suicidio (ahorcamiento)

Accidente (trafico)

Suicidio (precipitacidn)

Accidente (trafico)

Suicidio (ahorcamiento)

Accidente (trafico)

Suicidio (ahogamiento)

Natural (paro cardiaco)
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Diagndstico Toxicologia de
psiquidtrico antipsicéticos

Ninguno
(control)

SZ

Sui no-SZ
Ninguno
(control)
Sz

Sui no-SZ

Ninguno
(control)

SZ
Sui no-SZ

Ninguno
(control)

Sz
Sui no-SZ

Ninguno
(control)

SZ
Sui no-SZ

Ninguno
(control)

SZ
Sui no-SZ

Ninguno
(control)

SZ

Ninguno
(control)

SZ

Ninguno
(control)

SZ

Ninguno
(control)

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno
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26 Varén 41 16 Suicidio (precipitacién) SZ Ninguno
11 27 Varén 40 12 Homicidio (mdltiples Ninguno Ninguno
heridas) (control)
28 Mujer 25 19 Suicidio (precipitacién) SZ Ninguno
12 29 Varén 27 10 Natural (paro cardiaco) Ninguno Ninguno
(control)
30 Varén 30 13 Suicidio (precipitacién) SZ Ninguno
13 31 Varén 66 50 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
32 Vardn 66 57 Suicidio (ahorcamiento) SZ Olanzapina
33 Vardn 69 24 Suicidio(ahorcamiento) Sui no-SZ Ninguno
14 34 Mujer 29 31 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
35 Mujer 30 17 Suicidio (precipitacién) SZ Haloperidol
36 Mujer 31 9 Suicidio (sobredosis) Sui no-SZ Ninguno
15 37 Varén 58 19 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
38 Vardn 57 19 Suicidio (precipitacién) SZ Quetiapina
39 Varén 59 26 Suicidio (ahogamiento)  Sui no-SZ Ninguno
16 40 Varon 55 15 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
41 Varon 56 8 Suicidio (precipitacién) SZ Quetiapina
42 Varon 59 31 Suicidio (precipitacién)  Sui no-SZ Ninguno
17 43 Varén 36 14 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
44 Varén 37 11 Suicidio (precipitacién) SZ Olanzapina
45 Varén 40 15 Suicidio (precipitacién)  Sui no-SZ Ninguno
18 46 Mujer 35 22 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
47 Mujer 35 3 Suicidio (precipitacién) SZ Quetiapina
48 Mujer 39 19 Suicidio (sobredosis) Sui no-SZ Ninguno
19 49 Mujer 58 36 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
50 Mujer 56 13 Natural (paro cardiaco) SZ Clozapina
51 Mujer 60 29 Suicidio (ahorcamiento) Sui no-SZ Ninguno
20 52 Varon 42 9 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
53 Varén 44 6 Natural (paro cardiaco) SZ Levomepromazin
a, clotiapina
21 54 Varén 38 59 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
55 Varén 43 65 Natural (paro cardiaco) SZ Clozapina
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22 56 Varén 30 11 Accidente Ninguno Ninguno
(electrocucion) (control)
57 Varén 30 18 Suicidio (precipitacién) SZ Olanzapina
23 58 Varén 32 27 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
59 Varén 32 8 Suicidio (ahorcamiento) SZ Quetiapina
24 60 Varén 30 10 Natural (paro cardiaco) Ninguno Ninguno
(control)
61 Varén 27 17 Suicidio (precipitacién) SZ Clozapina

Grupo Sexo Edad (afios) IPM (horas)
Control 5M/19V 39+2 2313
Esquizofrenia (SZ) 5M/19V 3943 2343
Sui no-SZ 4M/9V 4614 2743
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Tabla 3.2. Caracteristicas de los individuos con depresion mayor (MD) y sus respectivos
controles utilizados en los ensayos de expresién de proteina.

Grupo N2 Sexo Edad IPM Causa de la muerte Diagnéstico Toxicologia de

(afios) (horas) psiquiatrico antidepresivos
1 1 Mujer 62 28 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
2 Mujer 61 26 Natural (insuficiencia  MD Ninguno
cardiaca)
2 3 Varén 53 22 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
4 Vardn 53 15 Suicidio MD Ninguno
(precipitacion)
3 5 Mujer 54 42 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
6 Mujer 53 45 Suicidio MD Ninguno
(ahorcamiento)
4 7 Mujer 35 22 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
8 Mujer 35 23 Suicidio MD Ninguno
(ahorcamiento)
5 9 Mujer 74 19 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
10 Mujer 73 17 Suicidio (heridascon ~ MD Ninguno
arma blanca)
6 11 Mujer 57 14 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
12 Mujer 57 27 Natural (insuficiencia MD Mirtazapina
cardiaca)
7 13 Varén 34 42 Homicidio (heridade  Ninguno Ninguno
bala) (control)
14 Varon 32 42 Suicidio MD Venlafaxina,
(ahorcamiento) fluoxetina
8 15 Varén 34 14 Accidente (tréfico) Ninguno Ninguno
(control)
16 Vardn 34 8 Suicidio MD Citalopram
(ahorcamiento)
9 17 Mujer 50 31 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
18 Mujer 50 19 Suicidio MD Venlafaxina,
(precipitacion) mirtazapina
10 19 Mujer 35 24 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
20 Mujer 35 25 Suicidio MD Venlafaxina,
(precipitacion) mirtazapina
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11 21 Varén 31 13 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
22 Varon 33 14 Suicidio MD Venlafaxina
(precipitacion)
12 23 Vardn 43 15 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
24 Varén 43 34 Suicidio MD Citalopram
(ahorcamiento)
13 25 Mujer 58 20 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
26 Mujer 49 18 Suicidio MD Fluoxetina
(ahogamiento)
14 27 Vardn 48 7 Accidente (trafico) Ninguno Ninguno
(control)
28 Vardn 50 9 Suicidio (sobredosis)  MD Venlafaxina,
quetiapina
15 29 Mujer 36 8 Natural (insuficiencia  Ninguno Ninguno
cardiaca) (control)
30 Mujer 35 7 Suicidio MD Duloxetina,
(precipitacion) fluoxetina
Grupo  Sexo Edad (afios) IPM (horas)
Control 9M/6V 47+3 21+3
MD IM/6V 4613 2243

Las muestras de corteza prefrontal dorsolateral (PFC; Area 9 de Brodmann,

BA9) se extrajeron tal y como describieron Uriglien y colaboradores en 2009: el tejido

se cortd en la autopsia disecando desde la superficie hasta la sustancia blanca. Se tuvo

especial cuidado para incluir solamente sustancia gris. También se recogid sustancia

blanca para evaluar la expresion de las isoformas munc18-1a/b y el complejo SNARE.

Las muestras se guardaron inmediatamente a -70°C hasta su homogeneizacién vy

preparacion de membranas.

Con respecto a la estabilidad de las muestras, el pH es un factor que puede

influir en la expresion génica y proteica (Li y cols., 2004; Gawryluk y cols., 2011). El

analisis de los datos de pH se realizdé previamente sin obtener cambios significativos

entre los grupos de estudio. Otros de los factores que influyen en la expresion génica 'y
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proteica es el intervalo postmortem (IPM) y la edad. El IPM es el periodo de tiempo
que transcurre desde el fallecimiento del individuo hasta el almacenamiento de la
muestra de tejido cerebral. Junto con la edad de los individuos, es una variable
conocida que puede afectar a los resultados de expresidn proteica (Gonzdlez-Maeso y
cols., 2002; Stan y cols., 2006). Para evaluar el efecto del intervalo postmortem (rango:
5-102 horas) y la edad (rango: 15-52 afios) en la cuantificacidon de las proteinas diana,

se utilizaron muestras control de 8 varones y 4 mujeres.

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

3.2.1. Generacion del modelo animal Munc18-OE

El grupo de investigacion en el que se han realizado estos experimentos,
conjuntamente con la empresa biotecnolégica Proteomika S.L., realizé un estudio de
protedmica sobre muestras cerebrales de individuos con esquizofrenia. En dicho
trabajo se identificaron alteraciones en diversas proteinas vinculadas a los procesos de
exocitosis y liberacion de neurotransmisores. Mediante técnicas de protedmica se
detectd que el nivel de expresion de muncl8-1 era mayor en muestras de corteza
cerebral de individuos con esquizofrenia libres de tratamiento antipsicético y
retornaba a valores de individuos control en individuos con esquizofrenia tratados con
antipsicoticos. En este trabajo, y en otra poblacién de individuos con esquizofrenia, se
realizé una validacién de los resultados obtenidos mediante otra técnica de evaluacién
de expresién proteica como es el western blot. Posteriormente, se procedio al disefio y
creacién de un raton transgénico que sobreexpresara la isoforma especifica neuronal
muncl8-1a en areas cerebrales concretas, al que se denominé Munc18-OE (Munc18-
overexpression). La generacion de los animales transgénicos se llevé a cabo en el
Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA) de Madrid gracias al trabajo
realizado por los Drs. Alfonso Gutierrez-Adan y Belén Pintado. Este animal se cre6 con
el objetivo de evaluar la isoforma muncl18-1la como posible diana de los farmacos
antipsicoticos. Sin embargo, antes de llegar a ese paso, el modelo animal debid

caracterizarse a nivel neuroquimico, funcional y comportamental.

Los animales Munc18-OE se crearon mediante un proceso de transgénesis
aditiva mediante la insercion de ADN exdgeno por microinyeccion pronuclear. Los
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animales utilizados tenian el fondo genético Mus musculus, cepa B6CBAF1 hibrida
entre C57BL/6J y CBA. La transgénesis aditiva se basa en la introduccién del transgén
en el pronucleo de embriones en fase de célula Unica. En esta fase se produce la
integracion del transgén en algin cromosoma del embrién al azar en un proceso
denominado recombinacidn no homologa. Tras este proceso de recombinacidon no
homoéloga no se puede predecir el lugar ni el nUmero de copias que se integran en el
cromosoma embrionario. Esto justifica que las diferentes lineas generadas a partir de
los diferentes animales fundadores tengan fenotipos diferentes, a pesar de haber

incorporado una misma construccion.

La microinyeccion se realiza con la ayuda de un microscopio invertido vy

requiere la utilizacién de dos micromanipuladores (Figura 3.2).

Figura 3.2. Equipo de microinyeccién consistente en un microscopio invertido, mandos
eléctricos que controlan los dos brazos de micromanipulacion y microinyectores.

El primer micromanipulador se conecta a la pipeta de sujecién, que sujeta el
embrién inmovilizdndolo. El otro brazo controla una aguja cargada con la solucion de
ADN vy la punta se introduce en el interior de uno de los pronucleos del embrién. Una

vez colocada en esa posicidn, se inyecta a presién la solucion (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Microinyeccién del transgén en un embrion de ratéon en fase pronuclear.

La sobreexpresion de la proteina muncl8-1la se vinculd al promotor de la
proteina de membrana GTRAP3-18 (Glutamate-TRansporter-Associated Protein 3-18)
que interacciona y regula la actividad del transportador de glutamato EAAT3
(Excitatory Amino Acid Transporter 3), estando ambas proteinas expresadas en las
mismas regiones cerebrales (Furuta y cols., 1997). Tanto el ARN mensajero (ARNm)
como la proteina GTRAP3-18 se localizan principalmente en regiones cerebrales que
contienen neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas como son la corteza cerebral, el

hipocampo, el estriado y el cerebelo (Butchbach y cols., 2002).

La produccién del fundador transgénico es un proceso complejo y poco
eficiente, pero una vez se ha generado, éste incorpora la informacién como si fuera
uno mas de sus genes, con lo que para extenderlo en la poblacion se puede recurrir a

métodos de reproduccidon convencionales.

En un primer lugar se obtuvieron cuatro lineas de ratones fundadores y en tres
de ellas el transgén se transmitia de forma mendeliana (lineas L3, L7 y L8). Los ensayos
de inmunodensidad demostraron que la linea L8 no mostraba una expresién de
muncl8-1a incrementada mientras que la linea L3 poseia una reproduccién
disminuida. Después de la caracterizacion bdsica de estas tres lineas (datos no
mostrados), se selecciond la linea L7 (a la que pasé a denominarse Munc18-OE) para
llevar a cabo los estudios posteriores. La cria y el mantenimiento de la colonia de
animales transgénicos se llevaron a cabo en las instalaciones del Animalario de la
Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea. Todos los animales se
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mantuvieron en condiciones ambientales constantes (23 + 2°C, ciclo de luz 12 horas,
de 8:00 h a 20:00 h; acceso libre a agua y comida). Los ratones se alojaron por camada
y sexo en jaulas de tamafio adecuado. Todos los experimentos con animales
presentados en esta Tesis doctoral se realizaron siguiendo las directrices del Real
Decreto 223/1988 del 14 de Marzo (BOE num. 67 del 18.03.1988) y la Orden
Ministerial del 13 de Octubre de 1989 (BOE nimero 270 del 10.11.1989) referente a la
proteccion de animales de experimentacion, asi como con la Directiva del Consejo
Europeo del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC). Después de la fase experimental
de este trabajo, se han establecido nuevas regulaciones para los procedimientos para

la investigacion con animales de laboratorio (Real Decreto 53/2013).

Los procedimientos realizados se aprobaron por la Comisién Etica de Bienestar
Animal (CEBA) de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea con
cédigo 107/2010/MEANA MARTINEZ e informe favorable a fecha de 18 de abril de
2010. También se necesitd la aprobacion de la Comisidon Etica de Investigacién con
Agentes Bioldgicos y organismos modificados genéticamente (CEIAB) de dicha
universidad ya que el estudio incluia organismos modificados genéticamente (cédigo

9/2010/MEANA MARTINEZ).
3.2.2. Evaluacion genética de los animales

3.2.2.1. Extraccion de ADN

El ADN para el genotipado de cada uno de los animales se obtuvo a partir de
tejido de la cola y se extrajo mediante un kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey-

Nagel, Diiren, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante.

3.2.2.2. Genotipado

El genotipado de los animales se llevd a cabo mediante la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, del inglés Polymerase Chain Reaction) con el
ADN resultante de la extraccion. La PCR es una herramienta utilizada en biologia
molecular que permite amplificar con gran eficacia secuencias muy especificas del

ADN.
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En una reaccién de PCR se simula lo que sucede en una célula cuando se
sintetiza el ADN, siendo necesario: la polimerasa, el ADN del organismo que se quiere
estudiar —donde se encuentra el fragmento que queremos sintetizar—, los
oligonucleétidos (llamados también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.)
necesarios para que se inicie la transcripcion, dinucleétidos (dNTPs), y las condiciones
para que la enzima trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de
magnesio en forma de MgCl,, KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos,

dependiendo de cada polimerasa).

El objetivo, en este caso, es amplificar las secuencias correspondientes al
transgén insertado para poder identificar a los animales transgénicos (Tg 6 Munc18-

OE) y animales control (C).

Las secuencias de los oligonucledtidos complementarios fueron:

F1: CAGGGCAAAGAACACACACAAGC

R2: CCATGGCGTTCTTCGAGTCTTC

Para la realizacién de la técnica de PCR se utilizé el kit comercial Go Taq~ Flexi
DNA Polymerase (Promega, Madison, W1 53711, EEUU) y la enzima Taq polimerasa. Los
dNTPs y el agua DEPC se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Missouri, EEUU). La proporcién

de componentes para una muestra se describe en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Proporcidon de componentes para una muestra de ADN

Componentes Volumen

H20 DEPC-Treated Water Dnase/Rnase Free 15 pl

5x Buffer 5ul
MgCl, 2ul
dNTPs 0,25 pl
Cebadores (F1y R2) cada uno 0,5 ul
Taq Polimerasa 0,1 ul
ADN 2l
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La PCR se llevd a cabo en el termociclador StepOne Plus® de Applied
Biosystems (California, EEUU) y las condiciones fueron: preciclo (94°C, 2 minutos), 30
ciclos (94°C, 15 segundos; 54°C, 25 segundos; 72°C, 20 segundos) y post-ciclo (72°C, 5

minutos). Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta el momento de la electroforesis.
3.2.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para poder analizar los fragmentos obtenidos en la técnica de PCR, se realiza
una electroforesis en un gel de agarosa, que permite separar estos fragmentos de

acuerdo al tamafo de cada uno.

En este caso, se aplicd una corriente eléctrica de 200 voltios en un gel de
agarosa al 2% (la proporcidn utilizada depende del tamafio de la banda que se desea
visualizar). Para ello, se utilizé bromuro de etidio (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, EEUU), un agente que se intercala entre la doble hélice de ADN y que es

visible por radiacién ultravioleta en un transiluminador (Nahita, Reino Unido).

En el caso de los animales transgénicos se observd una banda de
aproximadamente 400 pares de bases (correspondiente al transgén insertado) que no

se observod en los animales control (Figura 3.4).

MW -DNA WT

1 kb

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Figura 3.4. Imagen representativa del gel de agarosa que contiene los amplificados de animales
control (WT), animales transgénicos de la Linea 3 (L3), animales transgénicos de la Linea 7 (L7) y
animales transgénicos de la Linea 8 (L8). También se incluyen una muestra de un ratén Swiss
(51) y una muestra sin ADN (-DNA) como control negativo. A ambos lados se cargd un marcador
de peso molecular (MW).

72



Eva Munarriz-Cuezva Sujetos, material y métodos

3.2.3. Administracion aguda de farmacos

La administracion se realizd6 mediante una Unica inyeccién aguda
intraperitoneal (i.p.) de suero salino o de clozapina (1 mg/kg) empleando volimenes

no inferiores a 0,15 ml. Los animales se sacrificaron dos horas después.

La clozapina se disolvid inicialmente en 10 ul de acido acético glacial, a los
cuales se afadieron 50 pl de agua milliQ. Finalmente, se afiadié el volumen restante

necesario de suero salino (NaCl 0,9%).
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3.3. MATERIALES

3.3.1. Reactivos

Los reactivos empleados, asi como la compafia suministradora donde se

adquirieron, se describen en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Tabla resumen de los reactivos empleados

Compaiiia suministradora Reactivo

Bio-Rad Laboratories (California, | Persulfato de amonio (APS)

EEUV) N, N, N, N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)
Tampdn Laemmli

Carlo Erba Reagents (Rodano, | Metanol

Italia)
Merck (Darmstadt, Alemania) Cloruro de sodio

Cloruro de magnesio

Cloruro de potasio

Hidréxido de sodio

Acido etilendiamino tetracetico, sal disédica (EDTA)
Acido ortofosférico 85%

Bifosfato de potasio

National Diagnostics (Georgia, | Acrilamida 30%-bisacrilamida 0,8%

EEUU)
Quimivita S.A. (Barcelona, | Alcohol etilico absoluto
Espafia)
Sigma Aldrich® (Missouri, EEUU) Albumina bovina (BSA)
Antipaina
Aprotinina

B-mercaptoetanol
3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS)

Chimostatina

Cloroformo

Cocktail inhibidor de proteasas
Fluoruro sédico

Glicina

Igepal

Desoxicolato de sodio

Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Sigma 7-9°®

Tritén™ X-100

Tween 20

Vanadato de sodio
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3.3.2. Sondas

En este estudio se utilizaron sondas TagMan® (Applied Biosystems) para la
cuantificacion del ARN mensajero correspondientes a la isoforma munc18-1a, y a los
dos controles enddgenos. En la Tabla 3.5 se muestran las caracteristicas de las sondas

TagMan® utilizadas.

Tabla 3.5. Listado de sondas TagMan® utilizadas.

Gen Nombre del gen Longitud del Assay ID
amplicon (pb)

Munc18-1a STXBP1a STXBP1A (no

inventariado)

GADPH Glyceraldehyde 3- 107 Mouse GAPD
phosphate Control enddégeno
dehydrogenase (FAM/MGB Probe)
RSP29 Ribosomal protein 149 MmO02342448 gH

S29

3.3.3. Anticuerpos

3.3.3.1. Inmunofluorescencia

En esta técnica solamente se utilizd un anticuerpo primario, concretamente el
correspondiente a la isoforma munc18-1a [muncl8-1la humana (residuos 591-603;
SRVSFEDQAPTME) generado en cabra (Abnova, China) con numero de referencia
PAB6504].

Como anticuerpo secundario se utilizé Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse 1gG;p,
con la referencia A21141 y numero de lote 399690 de Invitrogen (Nueva York, EEUU)

visualizdndose en color verde.

Ademas, también se utilizé el agente Hoechst (Sigma-Aldrich, EEUU) que es
capaz de tenir la cromatina de las células haciendo visible su ADN gracias a un marcaje

fluorescente, observandose el resultado en color azul.
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3.3.3.2. Western Blot

En las muestras de corteza cerebral postmortem y en muestras de cerebro de
ratdn, tanto controles como transgénicos, se utilizaron distintos anticuerpos. Esto es
debido a que algunos de los anticuerpos utilizados estaban disefiados para reconocer
secuencias diferentes y no todos fueron coincidentes a la hora de cuantificar algunas
de las proteinas diana. Los anticuerpos utilizados en este trabajo se describen a

continuacion en las tablas 3.6 y 3.7.

Tabla 3.6. Listado de anticuerpos utilizados en muestras cerebrales postmortem

Proteina Peso Huésped N2 de Compaiiia Dilucion
molecular catalogo

Muncl18-1a 75 kDa Cabra PAB6504 Abnova, China 1:1000
Munc18-1b 67 kDa Conejo M2694 Sigma, EEUU 1:1000
Sintaxina-1A 34 kDa Raton MAB336 Millipore, EEUU 1.1000
Sinaptobrevina 13 kDa Raton ab24735 Abcam, 1:1000

Reino Unido

SNAP-25 25 kDa Raton MAB 331 Millipore, EEUU 1:1000

Sinaptotagmina 65 kDa Raton 610434 BD Biosciences, 1:1000
EEUU

Sinaptofisina 38 kDa Raton MO0776 Dako, Dinamarca 1:200
GFAP 52 kDa Raton GFAP-GAS5 Novocastra, EEUU 1:5000
PSD-95 95 kDa Raton MAB1596 Millipore, EEUU 1:2000
Estatmina 17 kDa Conejo 3352 Cell Signalling, 1:1000

EEUU
Receptor Fas* 38-48 kDa Conejo sc-716 Santa Cruz 1:5000
Biotechnology
Inc., EEUU
PAR-4 47 kDa Raton sc-1666 Santa Cruz 1:500
Biotechnology
Inc., EEUU

NF-L 60 kDa Raton 5139 NR4 Sigma, EEUU 1:5000

B-actina 42 kDa Raton A1978 Sigma, EEUU 1:10000

*Peso molecular del receptor Fas: forma nativa, 35 kDa; formas glicosiladas: =48; agregados (homo-oligémeros): =120-240 kDa
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Tabla 3.7. Listado de anticuerpos utilizados en muestras cerebrales de ratén

Proteina Peso Huésped N2 de Compaiiia Dilucion
molecular catalogo
~ Muncl8la  75kDa  Cabra  PAB6504  Abnova China  1:1000
Munc18-1b 67 kDa Conejo M2694 Sigma, EEUU 1:1000
Sintaxina-1A 34 kDa Ratoén MAB336 Millipore, EEUU 1.1000
Sinaptobrevina 13 kDa Raton ab24735 Abcam, 1:1000
Reino Unido
SNAP-25 25 kDa Conejo ab41726 Abcam, 1 pg/mi
Reino Unido
Sinaptotagmina 65 kDa Ratoén ab13259 Abcam, 2 pug/mi
Reino Unido
Sinaptofisina 38 kDa Ratoén MO0776 Dako, Dinamarca 1:200
p-Muncl8 ~65 kDa Conejo AB9842 Millipore, EEUU 1:1000
Cdk5 31 kDa Ratdn AHZ0492 Invitrogen, EEUU 1 pg/ml
PKC 82 kDa Conejo ab19031 Abcam, GB 2 pug/mi
CB1 ~52 kDa Conejo C1108 Sigma, EEUU 1:500
CB2 Conejo C1358 Sigma, EEUU 1:250
Fas receptor 48 kDa Conejo sc-716 Santa Cruz Biotechnology Inc.,  1:1000
EEUU
FADD 27 kDa Conejo sc-5559 Santa Cruz Biotechnology Inc.,  1:5000
EEUU
p-FADD 30 kDa Conejo 2785S Cell Signalling, EEUU 1:500
PARP 85/116 kDa Conejo 512729 Calbiochem, Alemania 1:800
PSD-95 95 kDa Ratén MAB1596 Millipore, EEUU 1
mg/ml
NRG-1 65/ 80 kDa Ratén sc-57384 Santa Cruz Biotechnology, 1:500
Inc., EEUU
ErbB4 80 kDa Cabra sc-31150 Santa Cruz Biotechnology, 1:200
Inc., EEUU
DISC-1 70 kDa Cabra sc-47990 Santa Cruz Biotechnology, 1:200
Inc., EEUU
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3.4. METODOS

3.4.1. Evaluacion cuantitativa de la expresion génica mediante PCR

cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (del inglés quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction) es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizada para amplificar y simultdaneamente cuantificar de forma absoluta el
producto de la amplificacion de ADN. Para ello, emplea un molde de ADN que se
obtiene por transcripcién reversa a partir de ARN. También se afiaden al menos un par
de cebadores especificos, desoxirribonucleétidos trifosfato 6 dNTPs, un tampén de
reaccién adecuado y una ADN polimerasa termoestable. A esta solucién se le afiade un
fluoréforo que permita medir la tasa de generacién de uno o mas productos
especificos (Watson y cols., 2004). La cuantificacion se puede realizar después de cada

ciclo de amplificacién, por lo que se le denomina PCR a tiempo real.
3.4.1.1. Extraccion de ARN

Para la extraccion y purificacion del ARN de la corteza cerebral de los animales
transgénicos y sus controles se utilizd el kit comercial RiboPure™ (Ambion, Life
Technologies, Reino Unido). Para la lisis de las células, las muestras (50-100 mg de
corteza) se homogeneizaron con un mortero en 1 ml de reactivo TRI (fenol y guanidin
tiocianato en una solucién monofasica) y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 200 ul de cloroformo a cada una
de las muestras, se pasaron los microtubos por el vortex, se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos (4°C).
El resultado de este proceso fueron tres fases bien diferenciadas en cada microtubo:
una fase rojiza en el fondo, la fase organica; una interfase de color blanco y la fase
acuosa transparente en la parte superior. Se mezclaron 400 pl de la fase acuosa con
200 pl de etanol absoluto 100%, se pasaron las muestras por el vortex, y se
centrifugaron a 12.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente en un tubo
colector acoplado a un filtro. Se extrajo el ARN del filtro con 100 ul de tampdn de

elucién y se mantuvieron las muestras a -20°C hasta su utilizacion.
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Se cuantificé la concentracion de ARN y el ratio 260/280 con la ayuda de un
espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EEUU). La
integridad del ARN se midid6 mediante el numero RIN (RNA Integrity Number) en el

bioanalizador Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, California, EEUU).
3.4.1.2. Transcripcidn reversa

La transcripcion reversa se llevd a cabo para obtener ADN complementario
(ADNc) a partir de las muestras de ARN purificadas. Para realizar este proceso, se

utilizé el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™).

Se recogio el volumen apropiado de cada muestra y se diluyé en agua milliQ
para obtener la misma concentraciéon final en cada una de las muestras. Las
condiciones de los diferentes pasos de este proceso de transcripcién reversa se

detallan en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Condiciones de la transcripcidn reversa.

]
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5s oo

3.4.1.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa

Tal y como se ha explicado anteriormente, la expresiéon de diferentes genes de
interés en la corteza cerebral de animales controles y transgénicos, se determind
mediante qRT-PCR en un termociclador StepOne Plus™ (Applied Biosystems). Para ello,
se utilizaron 2 ul de ADNc y 18 ul de solucién agua DEPC (Dietil pirocarbonato al 0,1 %
en agua destilada), la enzima polimerasa (contenida en la mezcla TagMan® Fast
Universal PCR Master Mix) y la sonda correspondiente a la secuencia que se queria
amplificar. Las sondas utilizadas fueron sondas especificas de tecnologia TagMan®
(TagMan® gene expression assay, Applied Biosystems). Estas sondas incluyen los
cebadores o primers de ambos sentidos (Forward y Reverse) a una concentracion final
de 900 nM y una sonda marcada con fluorescencia (FAM™) a una concentracion final

de 250 nM.
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Los niveles de expresion del ARNm se normalizaron con los niveles de expresién
de los genes de referencia o housekeeping, GADPH (Glyceraldehyde 3- phosphate
dehydrogenase) y RSP29 (Ribosomal Protein S29). Estos genes no cambian su expresion
en condiciones patoldgicas y es por ello que se utilizan como control del proceso. Las
muestras se afiadieron por triplicado siempre manteniendo una muestra de animal
wild-type control como muestra de referencia. Las condiciones de la qRT-PCR se

describen en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Condiciones del proceso de g-RT-PCR.

Paso de 40 ciclos
desnaturalizacion inicial Paso 1 Paso 2
Temperatura 95°C 95°C 65°C
Tiempo 20s 1s 20s

3.4.1.4. Analisis matematico

Las curvas de amplificacion del producto de la PCR se dividen en tres fases: fase
exponencial, fase lineal y fase de meseta. Durante la fase exponencial de amplificaciéon
se produce un incremento lineal en la sefial fluorescente que corresponde al producto
de la PCR (amplificado). El umbral de amplificacidon representa un punto a partir del
cual la seiial fluorescente alcanza un valor por encima del ruido de fondo. El ciclo
umbral (Ct) indica el numero de ciclos en el cual la cantidad de amplificado alcanza un
umbral fijado. El valor Ct es indirectamente proporcional a la cantidad de ADNc diana
inicial, habiendo mayor cantidad de ADNc cuanto menor sea el valor de Ct. Por ello, los

valores de Ct se pueden utilizar para la cuantificacion de ADN en muestras problema.
La ecuacion que describe la amplificacién exponencial de la PCR es la siguiente:
Xn=Xo(1 + E,)"

Donde X, es el numero de moléculas diana en el ciclo n; X, es el numero inicial de moléculas
diana; E,es la eficiencia de amplificacién (1 para todas las sondas TagMan® Gene Expression) y
n= es el nimero de ciclos.

La cantidad relativa de ARNm (AACt) de los genes de cada muestra se calculd

mediante el método comparativo de Ct, en base a la cantidad de ARNm de los
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controles internos (GADPH y Rsp29) y se relativizd en funcién de la expresién en

la muestra de referencia (Ecuacién 3.1).

Ecuacion 3.1. Ecuacidn de la cantidad relativa de ARNm donde mr: muestra de referencia

AACt= (Ct gen — Ct housekeeping)muestra - (Ct gen— Ct housekkeping)rnr

El analisis de los datos resultantes se realizd con el programa StepOne Software

v2.1 (Applied Biosystems).

La cantidad relativa de ARNm de los genes estudiados en animales control y
transgénicos, se expresé como cantidad relativa (Relative Quantity, RQ) % error
estandar, donde la media de la muestra de referencia fue considerada como valor

relativo 1.

3.4.2. Localizacion anatomica y cuantificacion de munc18-1a mediante

técnicas de inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica que se basa en la deteccidn de antigenos
presentes en el tejido mediante una reaccidén antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos son
glicoproteinas que reconocen partes especificas de los antigenos, que se denominan

epitopos.

En inmunofluorescencia indirecta, para la visualizacién de la reaccién antigeno-
anticuerpo, se necesita utilizar un marcador llamado fluorocromo. Un fluoréforo o
fluorocromo es una molécula que absorbe luz a una determinada longitud de onda
volviéndose fluorescente ya que emite a una longitud de onda mayor, que es la que

determina el color que se aprecia.

En esta modalidad de la técnica, en un primer paso se utiliza un anticuerpo
primario especifico sin ninglin marcaje y en un segundo paso se emplea un anticuerpo
marcado con el correspondiente fluorocromo que reacciona de forma especifica con el

anticuerpo primario.
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3.4.2.1. Fijacion del tejido cerebral mediante perfusion de paraformaldehido

La fijacion de tejidos se realiza para preservar las caracteristicas morfologicas y
moleculares de los tejidos. La perfusion es el método mas utilizado para fijar tejidos en
animales de experimentacién, ya que el liquido fijador se inocula en el sistema

circulatorio del animal.

Para realizar la perfusidon se anestesiaron los animales con hidrato de cloral
(8%, i.p.). Se abrié la caja tordcica y se introdujo una aguja fina en el ventriculo
izquierdo del corazén hasta alcanzar la aorta. Tras realizar una incision en la auricula
derecha, se perfundio al animal una solucidn de suero salino (0,9% NaCl) con objeto de
eliminar toda la sangre del sistema circulatorio. Posteriormente, se perfundié una
solucién de paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1 M (42,58 g Na,HPO,4y 13,79
g NaH,P04.H,0 en 1 L de H,0) para la fijacidn de tejidos.

Seguidamente se procedid a la extraccién del cerebro y se prolongd el proceso
de fijacion mediante incubacidon en paraformaldehido a 4°C durante 24 horas.
Transcurrido ese tiempo, el paraformaldehido se sustituyd por una solucidon de
sacarosa al 30% para crioproteger el tejido cerebral durante dos o tres dias.
Finalmente, las muestras se mantuvieron en tampon fosfato salino (PBS) a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.
3.4.2.2. Obtencidn de secciones de cerebro

Los cerebros se embebieron en gel criogénico (Tissue-Tek, Sakura, California,
EEUU) sobre placas soportes de criostato (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EEUU) y, posteriormente, se cortaron en secciones coronales de 30 um de grosor que

fueron conservadas en PBS a 4°C hasta su uso en los estudios inmunohistoquimicos.
3.4.2.3. Inmunofluorescencia

Las secciones cerebrales se incubaron con solucién de bloqueo (3% suero de
burro, 0,5% Triton X-100 y 0,025% Azida en Tampodn fosfato salino 6 PBS) para evitar
uniones inespecificas durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion. A

continuacion, se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (anti-munc18-

82



Eva Munarriz-Cuezva Sujetos, material y métodos

1a) diluido en solucién de bloqueo durante 24 horas a temperatura ambiente y en

agitacion.

Al dia siguiente, las secciones se lavaron (3 lavados de un minuto y otros 3 de
10 minutos) con una solucion de lavado (1,5% de suero de burro en PBS) en agitacién.
Posteriormente, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario

correspondiente (Alexa®488) durante 24 horas a 4°C.

Finalmente, las secciones se lavaron como se ha descrito anteriormente para
eliminar el anticuerpo secundario sobrante. En el penultimo lavado, se afiadié a la
solucién de lavado el agente Hoechst (Sigma-Aldrich, EEUU) para tefir los nucleos
celulares. Este fluorocromo se excita a una longitud de onda de 350 nm y emite en

color azul.

Por ultimo, las secciones se montaron con medio de montaje ProGold®
(Invitrogen, Nueva York, EEUU) y se cubrieron con los cubreobjetos para su posterior

visualizacién en el microscopio de fluorescencia.
3.4.2.4. Cuantificacion de la fluorescencia

La cuantificaciéon de fluorescencia se llevéd a cabo en un microscopio Nikon
(Kanagawa, Japdn) equipado con un laser (488 nm) para el excitacién de isotiocianato

de Fluoresceina (Fluorescein isothiocyanate, FITC).

Para cuantificar los niveles de fluorescencia se utilizaron 20 imagenes de 150
pixeles x 150 pixeles tomadas de varias regiones y a un tiempo de excitaciéon de 300
ms. Las imagenes originales se procesaron con el programa Adobe Photoshop 7.0

(Adobe Systems Inc., Mountain View, California, EEUU).
3.4.3. Evaluacion de la expresion proteica mediante western blot

El western blot es una técnica semicuantitativa que se emplea para la deteccién
de proteinas especificas en una muestra compleja. Se trata de un procedimiento
inmunoquimico ya que se basa en la especificidad de una reaccidn antigeno-
anticuerpo, utilizando anticuerpos especificos contra proteinas que se desean

detectar.
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3.4.3.1. Localizacidn de las proteinas diana

La localizacion subcelular de proteinas diana se evalué mediante la utilizacién
de un kit comercial de extraccion subcelular (Subcellular Proteome Extraction Kit,
ProteoExtract™, Calbiochem, Massachusetts, EEUU). Para estas pruebas y para la
comparacion de sustancia gris frente a sustancia blanca se recogieron muestras de la
corteza prefrontal de un individuo sano (varén, 44 anos, IPM 16 horas, 15 ug de

proteina).

Este método de extraccidn secuencial se basa en las diferencias de solubilidad
de las proteinas localizadas en los distintos compartimentos subcelulares para rendir,
de forma sucesiva, cuatro fracciones enriquecidas en proteinas citosélicas (F1),

proteinas de membrana (F2), nucleares (F3) y proteinas citoesqueléticas (F4).
3.4.3.2. Preparacion de las muestras de cerebro postmortem

Se utilizé homogeneizado total de tejido cerebral del drea 9 de Brodmann (BA9)
de cada individuo. Las muestras cerebrales se prepararon siguiendo el protocolo
empleado por Garcia-Fuster y cols., en 2008 a partir de 250-300 mg de corteza
prefrontal que se homogenizé en tampoén Tris-HCl (50 mM y pH 6,8). Este tampdn

contenia EDTA (1 mM), SDS al 2% e inhibidores de proteasas.

Tras realizar la homogenizacién del tejido, se procedié a la cuantificacién del
contenido proteico de cada muestra. Esta cuantificacion se llevd a cabo mediante el
lector de placas ELx808 (BioTek® Instruments, Winooski, EEUU) basado en principios
de absorbancia y la utilizacién del kit BCA de BioRad. Se prepard una recta de calibrado
con albumina sérica bovina en un rango de concentraciones de 0,2 a 0,8 mg/ml. Las
muestras se diluyeron 1:10 y se midieron por triplicado. Todas las muestras de
homogenizado total se diluyeron a una concentracion final de 3 mg/ml con tampédn de

homogenizacion.

Las muestras estandar (st, 100%) se obtuvieron de un pool/ de 22 6 15 muestras

de individuos control.

Las alicuotas del homogeneizado se mezclaron con el tampdn de carga en
relacién 1:2, que contenia Tris-HCI (50 mM y pH 6,8), SDS al 1,5 %, glicerol al 10%, B-
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mercaptoetanol al 2,5 % y 0,1% de azul de bromofenol, alcanzando una concentracién
final de 1,5 mg/ml de proteinas. Las muestras (homogeneizado total) se guardaron a

una temperatura de -80°C hasta uso.

Las muestras cerebrales se desnaturalizaron a 94°C durante 2 minutos antes de
cargar en el gel de poliacrilamida, excepto en aquellas muestras en las que se quiso

evaluar complejo SNARE.
3.4.3.3. Preparacion de las muestras cerebrales del modelo animal Munc18-OE

La preparacién empleada fue homogenizado total de corteza de ratén. Para
ello, tras sacrificar a los animales mediante dislocacién cervical, se extrajo el cerebro

de cada animal.

Se partio de 250-300 mg de corteza prefrontal que se homogenizé en tampodn
Tris-HCI (50 mM y pH 6,8). Este tampdn contenia EDTA (1 mM), SDS al 2% e

inhibidores de proteasas.

Tras la homogenizacién del tejido, y al igual que en el caso de las muestras
cerebrales postmortem, se cuantifico el contenido proteico, se prepararon las alicuotas

y se guardaron hasta su uso de la misma forma arriba indicada.
3.4.3.4. Electroforesis

Este proceso se conoce como SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrilamide Gel Electrophoresis) y consiste en separar las proteinas presentes en la
muestra en geles de poliacrilamida en funcién de su peso molecular aplicando un
voltaje. Para ello, las muestras de tejido cerebral se desnaturalizaron antes de cargar a

94°C durante 2 minutos.

Los geles de poliacrilamida forman una red por donde las proteinas migran,
gracias a la aplicacion de voltaje, dependiendo de su peso molecular. Las proteinas de
menor tamafio migran mas distancia que las de alto peso molecular, ya que estas
ultimas no son capaces de atravesar los poros que forma la red de poliacriamida. Para
gue la poliacrilamida se solidifique se necesitan dos reactivos: TEMED (N, N, N N’-

tetrametilediamina) y persulfato amanico (APS). Dependiendo del peso molecular de la
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proteina diana, la concentracion de poliacrilamida utilizada fue diferente, por ejemplo:
la proteina sinaptobrevina que es una proteina con un peso molecular de 19 kDa
necesité un porcentaje de poliacrilamida superior a la proteina munc18-1b, que pesa

68 kDa.

La electroforesis es un proceso discontinuo ya que las proteinas migran a través
de dos geles diferentes: en primer lugar por el Stacking gel donde todas las proteinas
cargadas se acumulan en una sola banda, denominada frente de migracion; y en
segundo lugar por el Running gel que es donde las proteinas se separan. La
composicion de tanto el Stacking Gel como del Running Gel se describe en la tabla 3.10

(para 4 geles de 1,5 mm de grosor al 10-12%).

Tabla 3.10. Composicion de los geles.

Running gel Stacking gel
10% 12%
Poliacrilamida 30 % 13,33 ml 16 ml 3,2 ml
H,0 milliQ 16 ml 13,4 ml 16 ml
Tris-HCI 3 M (pH=8,8) 10 ml 10 ml 4 ml
SDS 10% (CF = 0,1%) 400 pl 400 pl 240 pl
TEMED (CF = 0,05%) 20 pl 20 pl 20 pl
APS 10% (CF=0,05%) 200 ul 200 ul 560 ul
0,1 mg/ml

Las muestras (40 pg de homogeneizado total y 15 pg de cada fraccién
subcelular) se cargaron en pocillos que se forman al insertar un peine de Teflon™ en el
Stacking gel antes de que se polimerice. Al menos, un pocillo de cada gel se reservd
para poder cargar el marcador de peso molecular que consiste en un conjunto de
proteinas de peso molecular conocido que sufre el mismo procedimiento de las
muestras, es decir, que se separa y se transfiere de igual manera. Este marcador

permite determinar el peso molecular de la banda de la proteina diana (Figura 3.11).
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1 2 3 4 5 6 /7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 3.11. Esquema de carga de muestras de cerebro postmortem en el gel de poliacrilamida
(MW: marcador de peso molecular; C: muestra de individuo control; SZ: muestra de individuo
con esquizofrenia; SD: muestra de individuo suicida y ST: muestra estandar).

El proceso electroféretico requiere una fuente de alimentacién que
proporciona un campo eléctrico mediante dos electrodos entre los que se establece
una diferencia de potencial y que permite que las proteinas de la muestra se puedan
separar (Figura 3.12). Inicialmente se aplicd un voltaje constante de 80 V hasta que se
observé una separacién de las proteinas del marcador de peso molecular.
Posteriormente, el voltaje se subié hasta 120 V hasta que el frente de migracién

desaparecio.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La migracion depende de la carga
eléctrica de cada porcion proteica
Las manchas se revelan

Recipiente mediante un colorante
Catoda s /de plastico

&

Bandas correspondientes
a la migracidn de cada
parcidn proteica

Solucidn tampdn
poliacrilamida

Figura 3.12. Esquema de electroforesis en gel de poliacrilamida.

La electroforesis se llevd a cabo en unas cubetas de electroforesis en las que se
afadié tampdn de electroforesis compuesto por Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS

0,1%.
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3.4.3.5. Transferencia

Después, las proteinas se transfirieron desde el gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa (PROTAN® BAS85, Schleider & Schuell GmbH, Dassel
Alemania) mediante la aplicacién de un campo eléctrico de 110 V durante 150

minutos.

Para transferir las proteinas separadas en el gel se utilizaron equipos de
transferencia. Estos se preparan siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante
(Bio-Rad laboratories). En este procedimiento se apilan dentro del equipo una esponja
plana, 3 hojas de papel de cromatografia Whatman™ (Amersham, GE Healthcare,
Reino Unido) empapado en tampdn de transferencia, la membrana y el gel en contacto
directo, otras tres hojas de papel cromatografico y otra esponja plana, formando una

especie de sandwich (Figura 3.13).

Figura 3.13. Esquema de montaje para realizar la transferencia de proteinas.

El montaje debe realizarse en tampdn de transferencia que estd compuesto de
Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%. El proceso se realizé en cubetas de
transferencia que se rellenaron de tampdn de transferencia guardado a -20°C y a 4°C,
es decir congelado y liquido, con objeto de mantener el tampdn lo mas refrigerado

posible. Para asegurar su recirculacion, se afiadido un iman en la cubeta que se pone
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encima de un agitador para evitar el calentamiento producido por la corriente

eléctrica.
3.4.3.6. Bloqueo de la membrana

Las membranas de nitrocelulosa poseen gran afinidad por las proteinas, que es
una ventaja a la hora de realizar la transferencia pero también un inconveniente. Para
prevenir la unién no especifica del anticuerpo primario se necesita saturar el sistema

con proteinas no especificas como las que contiene la leche desnatada en polvo.

La solucién de bloqueo que se empled contiene leche en polvo desnatada al 5%
y albumina sérica bovina (BSA) al 0,5 % en tampdn fosfato salino (PBS 1X). Este tampdn
se prepard al 10X con 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 14,4 g de Na,HPO, y 2,4 g de KH,PO,4en

un litro de agua milliQ.
3.4.3.7. Inmunodeteccion de las muestras de cerebro postmortem

Después de bloquear las membranas se incubaron a 4°C, en agitacién y durante
toda la noche en solucion de bloqueo a la que se anadié 0,2% de Tween 20. A esta
mezcla se afadid la cantidad de anticuerpo recomendada por el fabricante para

detectar la proteina de interés.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con PBS 1X (tres aclarados rapidos y
tres lavados de 5 minutos en agitacidn). De este modo, se eliminaron los excesos de
anticuerpo primario no unido a la membrana que, posteriormente, podria aumentar el

ruido de fondo.

Una vez realizados los lavados, las membranas se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente y en agitacion con solucién de bloqueo suplementada con 0,2%

de Tween 20y el anticuerpo secundario que reconoce al primario (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Esquema de deteccién mediante un sistema de quimioluminiscencia (ELC).

Tras tres lavados rapidos y tres lavados de 5 minutos en agitacién se procedid a
realizar la deteccién de la quimioluminiscencia. Para ello, las membranas se mezclaron
con los dos liquidos del sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham, GE
Healthcare, GB), se secaron y se envolvieron en film transparente montando un
paquete. Estos paquetes se metieron en casetes de exposicién membrana-pelicula
(Hypercasete™; Amersham, GE Healthcare, Reino Unido) y se expusieron a una pelicula
fotografica. Seguidamente, las peliculas se revelaron con un liquido revelador y otro

fijador. El tiempo de exposicidon varié entre 1-60 minutos.

Para reducir la variabilidad y controlar la transferencia de proteinas desde el gel
a la membrana de nitrocelulosa, se utilizé como control de carga la proteina B-actina
(aproximadamente 42 kDa). Se utilizd esta proteina ya que presenta escasa
variabilidad en respuesta a diferentes manipulaciones experimentales (Greer y cols,
2010). Para poder cuantificar esta proteina, se deshicieron los paquetes de film
transparente donde se habian envuelto las membranas con anterioridad, y estas se
lavaron en PBS 1X. Con objeto de deshacer los puentes disulfuro que se forman entre

el anticuerpo primario y la proteina de interés adherida a la membrana, se realizé un
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proceso de Stripping. En este proceso las membranas se lavaron con el tampdn de
Stripping durante 30 minutos en agitacion fuerte en un bafo a una temperatura de
50°C. El tampdn de Stripping estaba formado por: 31,25 ml de Tris-HCI (1M, pH 6,8), 4
ml de B-mercaptoetanol (que rompe los puentes disulfuro y la uniéon antigeno-

anticuerpo) y 100 ml de SDS al 10 % en 500 ml de agua milliQ.

Tras lavar abundantemente las membranas con PBS 1X, se volvié a incubar con
solucién de bloqueo suplementada con 0,2% de Tween 20 y, en este caso, con
anticuerpo contra la B-actina. Al dia siguiente, se lavo el exceso de éste y se incubd con

el anticuerpo secundario tal que como se ha explicado previamente.
El listado de anticuerpos primarios se resume en las Tabla 3.6 y Tabla 3.7
3.4.3.8. Cuantificacion de las proteinas diana en cerebro postmortem

La densidad de las proteinas de interés y del complejo SNARE se evalué como
se describe en Garcia-Fuster y colaboradores en 2008. La densidad optica integrada
[Integrated Optical Density (IOD)] de bandas inmunoreactivas de las peliculas

autorradiogréficas se cuantificd en un escaner GS-800 Imaging Densitometer.

Las proteinas de interés de la corteza prefrontal (BA9) se cuantificaron en
parejas de individuos con esquizofrenia, y suicidas sin diagndstico de enfermedad
mental cuando existia muestra, o de individuos con depresién mayor con sus
individuos control emparejados. Se calculé el contenido relativo de cada proteina
(cambio en porcentaje) en relacion con los triplicados del estandar incluidos en cada
gel. Las muestras estandar (100%) se obtuvieron de un pool de 22 6 15 muestras de
individuos control. La cuantificacién de cada proteina se evalué en cada individuo de 3
a 6 veces en geles diferentes, y la media resultante se utiliz6 como valor final. Se
obtuvieron resultados similares en cuanto a las unidades de 10D cuando se

normalizaron por B-actina.
3.4.3.9. Inmunodeteccion de las muestras de corteza del modelo animal Munc18-OE

En este caso, el proceso de inmunodeteccion fue diferente ya que se realizé
con fluorescencia y no con luminiscencia. Para ello, fueron necesarios anticuerpos
secundarios fluorescentes que fuesen capaces de reconocer al anticuerpo primario.
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Las membranas de nitrocelulosa tras ser incubadas con el anticuerpo primario
durante toda la noche, se lavaron con PBS y seguidamente se incubaron con el
anticuerpo secundario fluorescente correspondiente durante una hora a temperatura

ambiente. Para finalizar, las membranas se volvieron a lavar con PBS.

3.4.3.10. Cuantificacion de las proteinas diana en corteza cerebral del modelo animal

Muncl18-OE

Las membranas incubadas con los anticuerpos fluorescentes se cuantificaron
mediante el escaner Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, Nebraska,
EEUU). Este aparato es capaz de detectar dos longitudes de onda simultaneamente (en
color rojo y verde), lo que permitié poder cuantificar dos proteinas al mismo tiempo (la

proteina diana y el control de carga, B-actina).

La imagen de anticuerpos IRDye™800 (Tebu-Bio, EEUU) se capturé a 800 nm,
visualizandose en verde, mientras que la de anticuerpos Alexa Fluor®680 (Invitrogen,

EEUU) se detectd a 680 nm, observandose en rojo (Figura 3.15).

 aa 14 4

Bloqueo Anticuerpos 1¢ Anticuerpos 2
conjugados con
fluorocromos

Figura 3.15. Esquema de inmunodeteccion indirecta por fluorescencia.
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3.4.4. Evaluacion del fenotipo comportamental del modelo animal

Muncl18-OE

3.4.4.1. Evaluacion de la actividad motora
3.4.4.1.1. Actividad motora espontdnea. Actimetro

El actimetro monitoriza la actividad del roedor durante un tiempo determinado
escogido por el experimentador y consiste en una caja negra opaca de 44 x 37 x 35 cm
(PanLab, Barcelona). En la base de la jaula hay unos sensores capaces de detectar los
movimientos horizontales del ratén (Figura 3.16). Se situd a cada animal en el centro
del aparato y se evalud la actividad motora horizontal (nimero de pasos) durante 10

minutos.

Figura 3.16. Actimetro. La fotografia muestra la caja negra y los sensores de movimiento en la
parte inferior en forma de rejilla.

3.4.4.1.2. Coordinacion motora. Rotarod

El rotarod permite la medida de parametros para la evaluacion del equilibrio y
la coordinacién motora del roedor. Esta prueba comportamental se basa en colocar al
animal sobre un rodillo giratorio que acelera su velocidad progresivamente de 4 a 40

cmz/s durante cinco minutos.
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El dia previo a la prueba se entrena al animal en el aparato a velocidad
constante 5 cm?/s. Este entrenamiento consiste en colocar al animal durante cinco

minutos en la barra horizontal giratoria (Figura 3.17).

Figura 3.17. Fotografia del aparato Rotarod. Se aprecia la barra central giratoria y los cinco
huecos para poder analizar cinco roedores al mismo tiempo.

3.4.4.2. Evaluacidn de la actividad exploratoria mediante la caja con agujeros

La prueba de la caja con agujeros sirve para medir la actividad exploratoria en
animales de experimentacion. Los cambios que se puedan observar en esta prueba se

relacionan con el estado de ansiedad.

La caja con agujeros es una caja cuadrada de 50 x 50 x 50 cm cuya base tiene 16
agujeros del mismo tamano en los que el animal introduce el hocico como parte de su
comportamiento exploratorio. Se contabilizaron las veces que asomaba la cabeza

durante un periodo de cinco minutos (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Fotografia de la caja con agujeros en la que se aprecian los agujeros y la
parte inferior para observar al raton.

3.4.4.3. Evaluacion del estado de ansiedad
3.4.4.3.1. Laberinto elevado en cruz

El estudio del comportamiento de un roedor en el laberinto en cruz elevado se
emplea en la comprensidon de algunos estados animicos y en pruebas de farmacos

ansioliticos y ansiogénicos.

El aparato consiste en un laberinto en forma de cruz con una altura de 50 cm y
con dos brazos abiertos y dos cerrados enfrentados entre si (Figura 3.19). Esta prueba
se basa en el miedo condicionado que tienen los roedores a la altura y los espacios

abiertos.

Figura 3.19. Fotografia del laberinto elevado en cruz. Se aprecian los cuatro brazos, dos
abiertos y dos cerrados enfrentados dos a dos.
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La prueba consistid en colocar al animal en el cuadrado central dejandolo
explorar libremente durante cinco minutos. En este tiempo, se contabilizaron el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos y el nimero de entradas que realizaron
a ellos. La entrada a un brazo se estipulé en el momento en el que el animal tuviese las

cuatro patas dentro del brazo.
3.4.4.3.2. Interaccion social

El paradigma conductual de la interaccion social se basa en la evaluacién de la
conducta espontdnea, que no requiere entrenamiento previo del animal y cuya
variable dependiente es el tiempo que un animal se relaciona con otro individuo de su

misma especie.

En una caja (20 x 40 x 10 cm) limpia se colocaron dos ratones procedentes de
jaulas diferentes y se contabilizé el tiempo de interaccidon entre ambos durante cinco
minutos (Figura 3.20). Como interaccion entre los ratones se consideraron los

olisqueos y el contacto fisico.

Figura 3.20. Imagen sobre el contacto fisico entre ratones.

3.4.4.4. Evaluacidn del estado de depresion mediante la prueba de natacion forzada

La prueba de la natacién forzada (o test de Porsolt) se utiliza para valorar

farmacos antidepresivos. Se genera un estrés al animal y se valora la respuesta
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natatoria de un roedor a la amenaza de ahogamiento, cuyo resultado se interpreta
como la susceptibilidad al estado de animo negativo. Cominmente, se utiliza para

medir la efectividad de los farmacos antidepresivos.

El primer dia del ensayo se introduce al animal en un tanque cilindrico de
metacrilato (65 cm de alto por 30 de didmetro) lleno de agua a 25°C
aproximadamente, existiendo una distancia de 14 cm entre el agua y la parte superior
del tanque. Durante 15 minutos se deja al animal nadar libremente en el tanque. El
segundo dia, se repite la inmersion durante 5 minutos y se contabiliza el tiempo que el
animal permanece inmovil (realizando exclusivamente movimientos de flotacion).

Después de cada ensayo se seca al animal.
3.4.5. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos de los datos se realizaron con el programa GraphPad
Prism 5® (GraphPad Software, California, EEUU). En todos los casos, los resultados se
expresaron como valores medios + error estdndar de la media. La significacion

estadistica se considerd cuando el valor de p fue inferior a 0,05.

Antes de realizar los andlisis estadisticos, los datos se inspeccionaron para ver si
existian valores extremos o atipicos que se distancian numéricamente del resto de los
datos (outliers) (valor critico, Z> 1,96) utilizando el test de Grubbs (Graphpad Software

en www.graphpad.com/quickcalcs/grubbsl1.cfm).

La comparacion estadistica entre dos poblaciones con distribucion normal se
realizd6 mediante el test t de Student. Sin embargo, cuando existian mas de dos
poblaciones para comparar, se llevaron a cabo analisis de varianzas de una via (one—
way ANOVA). En el caso de existir dos factores que podrian interaccionar entre ellos,

se realizaron analisis de varianzas de dos vias (two-way ANOVA).

Para determinar si las variables sexo, edad e intervalo postmortem influyeron
en los resultados se realizaron andlisis de covarianzas. Ademas, para observar las
interacciones entre dos proteinas y la relacion entre concentracién de proteina y la

intensidad de la fluorescencia. Los valores se expresan como r o como r,
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4.1. EVALUACION DE LAS PROTEINAS PRESINAPTICAS EN CORTEZA
PREFRONTAL DE INDIVIDUOS CON ESQUIZOFRENIA

4.1.1. Caracterizacion de la expresion proteica de muncl8-1a y muncl8-1b en

corteza prefrontal de cerebro humano postmortem

Como se ha descrito anteriormente, la proteina muncl8-1 se localiza en los
terminales nerviosos y tiene un peso molecular aproximado de 68 kDa. Se han descrito
dos isoformas, munc18-1a (603 aminodcidos) y munc18-1b (594 aminodcidos) y se

diferencian entre ellas en los Ultimos nueve aminoacidos del extremo N-terminal.

La inmunodeteccidn de las isoformas munc18-1a/b se realiz6 en homogenizado
total de corteza prefrontal (CPF) humana postmortem (area 9 de Brodmann). Se
identificaron las isoformas monoméricas muncl18-1la y muncl8-1b con anticuerpos

monoclonales especificos para cada una de ellas.

Para detectar y diferenciar las dos isoformas, se cre6 una proteina
recombinante, RP-la, formada por la proteina de fusién GST (Glutathione S-
transferase) y la isoforma munc18-1a, de un peso molecular total aproximado de 100

kDa (Figura 4.1).

kDa
Anti-muncl8-la Ab Anti-muncl8-1b Ab
e RP+GST
: +GS
- —
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22 : (67 kDa)
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Figura 4.1. Imagen representativa de la inmunodensidad de la proteinas munc18-1a y munc18-
1b (conjunto de 22 muestras de individuos control: 10-40 pg de proteina); y de la proteina
muncl8-1la recombinante marcada con GST (RP-la, 20-100 ng de proteina) utilizando
anticuerpos especificos contra ambas isoformas. Cada anticuerpo reveld la presencia de la
isoforma correspondiente (formas monomeéricas a 67 kDa) La proteina RP-1a (99 kDa) se
detectd solamente con el anticuerpo contra la isoforma anti-munc18-1a.
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4.1.2. Distribucion subcelular de las isoformas muncl8-1a/b en corteza

prefrontal de cerebro humano postmortem

Para comprobar la eficacia del proceso de fraccionamiento subcelular se
utilizaron anticuerpos contra marcadores especificos de cada fraccion: estatmina en
F1, receptor Fas en F2, proteina nuclear reguladora de apoptosis en prdstata (PAR-4)
en F3 y neurofilamento-L (NF-L) en F4. Ademas, se incluyeron otros marcadores del
citoesqueleto (F4) como son la proteina postsindptica PSD-95 que se expresa en
neuronas y la proteina fibrilar glial (GFAP) que es especifica de astrocitos. En la figura
se aprecia como la proteina estatmina se expresa en la fraccién citosélica (F1) tanto de
sustancia gris como de sustancia blanca. En la fraccion enriquecida en membranas F2,
se expresa el receptor Fas. La proteina PAR-4 se expresa Unicamente en la fraccion
nuclear F3 y en la fraccion del citoesqueleto F4 se expresa el neurofilamento L (NF-L),

ademads de las proteinas PSD-95 y GFAP (Figura 4.2).

kDa
Marcadores subcelulares

97 & =« PSDIS
33 — — mmp GFAP
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Figura 4.2. Imagenes representativas de la expresién proteica de las proteinas PSD-95
(marcador de sustancia gris -G-), GFAP (marcador de sustancia blanca -B-) y marcadores
subcelulares selectivos de cada fraccién: estatmina (F1), receptor Fas (F2), PAR-4 (F3) y NF-L
(F4). Se utilizaron estandares comerciales de peso molecular para determinar el peso de cada
proteina.
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Las isoformas munc18-1a y munc18-1b se localizaron en la fraccién citosélica
(F1), en la fraccion enriquecida en membranas (F2) y en los nucleos (F3), siendo mas
abundante en sustancia gris que en sustancia blanca. En la fraccidn correspondiente a
las proteinas citoesqueléticas (F4) la distribucion fue similar. La distribucion de
muncl8-1a y de muncl8-1b (incluyendo el fragmento proteolitico) fue similar tanto en

la sustancia gris como en la blanca (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Imagen representativa de la localizacion subcelular de las isoformas munc18-1a y
muncl8-1b en sustancia gris (G) y sustancia blanca (B) en corteza prefrontal de cerebro
humano postmortem (sujeto: varon, 44 afios, 16 horas de IPM, muestra: 40 ug de proteina). F1:
fraccion citosdlica, F2: fraccidn enriquecida en membranas, F3: fraccidn enriquecida en nucleos
y F4: fraccion del citoesqueleto. Se utilizaron estandares comerciales de peso molecular para
determinar el peso de cada proteina.

4.1.3. Evaluacion del efecto del intervalo postmortem sobre la expresion

El intervalo postmortem es el periodo de tiempo que trascurre desde el
fallecimiento del individuo hasta el almacenaje del cerebro a -80°C. En este trabajo el
intervalo postmortem tiene un rango que oscila entre 5 y 102 horas. Los resultados
mostraron que el intervalo postmortem no afecta a la expresién de las isoformas de

muncl18-1 ni a la sintaxina-1A (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Efecto del intervalo postmortem (IPM) en la expresién proteica (I0OD: densidad
Optica integrada) de (A) muncl8-1a, (B) muncl8-1b y (C) sintaxina-1A en corteza prefrontal
(BA9) de cerebro humano postmortem. Los puntos representan el contenido relativo de cada
una de las proteinas de individuos sanos. Abajo: imagenes representativas de la expresion
proteica de munc18-1a, muncl8-1b y sintaxina-1A a diferentes IPM.

Todas las muestras utilizadas en este estudio se emparejaron en funcién de la
edad, el género y el intervalo postmortem de los individuos, tal y como se muestra en
las tablas 3.1 y 3.2 del apartado material y métodos. Los andlisis de covarianzas que se
realizaron para determinar si estas variables influyeron en los resultados fueron

negativos en todos los casos.

104



Eva Munarriz-Cuezva Resultados

4.1.4. Evaluacion de la expresion proteica de munc18-1, sintaxina-1A y otras
proteinas presinapticas en corteza prefrontal de cerebro humano postmortem

de individuos con esquizofrenia y sus controles
4.1.4.1. Evaluacion de la expresion proteica de munc18-1

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
muncl8-1a en corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia ni en individuos
suicidas sin diagndstico de esquizofrenia frente a sus controles (F [2,55]= 1,97; p> 0,05)

(Figura 4.5).
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Figura 4.5. Representacion grafica de la expresidn proteica de munc18-1a en corteza prefrontal
de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media + error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Iméagenes
representativas de los niveles de inmunodeteccion de muncl8-1a y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).

Respecto a la inmunodensidad de la isoforma munc18-1b, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control, individuos con
esquizofrenia e individuos suicidas sin diagndstico de esquizofrenia (F [2,58]= 0,18; p>

0,05] (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Representacion grafica de la expresidn proteica de muncl8-1b en corteza prefrontal
de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Iméagenes
representativas de los niveles de inmunodeteccion de muncl18-1a y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).

4.1.4.2. Evaluacién de la expresion proteica de sintaxina-1A

Al evaluar la expresion de la proteina sintaxina-1A mediante una ANOVA de una
via seguida del post-hoc de Bonferroni, se observé un aumento significativo (42%) en el
grupo de individuos con esquizofrenia al compararlo con el grupo control (F [2,44]=

8,45; p= 0,0009) (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Representacién grafica de la expresion proteica de sintaxina-1A en corteza
prefrontal de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). ** p< 0,05 al
comparar el grupo de individuos con esquizofrenia frente a sus respectivos controles (ANOVA
de una via seguido del post-hoc de Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas de los
niveles de inmunodeteccion de muncl8-1la y B-actina, en los que se incluye las muestras
estandar (st).

4.1.4.3. Evaluacion de la expresion proteica de sinaptobrevina

Respecto al contenido proteico de sinaptobrevina, no se observaron cambios
estadisticamente significativos en ninguno de los grupos de estudio al compararlos con

el grupo control (F [2, 52]=0,67), p= 0,898) (Figura 4.8).

o

n

=
]

CPF (BA 9)

it

=

=]
|

kDa  Sinaptobrevina

13> - = e

kDa B-actina
n=21 n=13 412> -—-—— — —

n
=
|

Sinaptobrevina
(% frente al estandar)

=]
|

C SZ SD C SZ Sb st C
grupos

Figura 4.8. Representacion gréfica de la expresidon proteica de sinaptobrevina en corteza
prefrontal de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Iméagenes
representativas de los niveles de inmunodetecciéon de muncl8-1a y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).
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4.1.4.4. Evaluacion de la expresion proteica de SNAP-25

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresiéon de

SNAP-25 entre los tres grupos de estudio (F [2,58]= 3,83, p= 0,949) (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Representacion grafica de la expresidn proteica de SNAP-25 en corteza prefrontal de
individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin esquizofrenia
(SD). Las barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del
gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Imagenes representativas
de los niveles de inmunodeteccidon de muncl8-1ay B-actina, en los que se incluye las muestras
estandar (st).

4.1.4.5. Evaluacion de la expresion proteica de sinaptotagmina

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de sinaptotagmina
entre el grupo de individuos con esquizofrenia, el grupo de los individuos control y el

grupo de individuos suicidas (F [2,57]= 2,11, p= 0,1301] (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Representacion grafica de la expresidon proteica de sinaptotagmina en corteza
prefrontal de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Iméagenes
representativas de los niveles de inmunodeteccion de muncl8-1a y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).

4.1.4.6. Evaluacion de la expresion proteica de sinaptofisina

No se encontraron cambios estadisticamente significativos entre los niveles de
inmunodensidad de sinaptofisina de los individuos con esquizofrenia, individuos
suicidas sin diagnéstico de esquizofrenia y el grupo control (F [2,58]= 0,17, p= 0,847)
(Figura 4.11).
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Figura 4.11 Representacion grafica de la expresion proteica de sinaptofisina en corteza
prefrontal de individuos control (C), individuos con esquizofrenia (SZ) e individuos suicidas sin
esquizofrenia (SD). Las barras representan la media + error estandar de los porcentajes frente
al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Iméagenes
representativas de los niveles de inmunodeteccion de muncl18-1a y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).
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4.1.5. Efecto del tratamiento antipsicotico en la expresion proteica de

munc18-1, sintaxina-1A y otras proteinas presinapticas

4.1.5.1. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicético en la expresion proteica

de munc18-1 en corteza prefrontal

Como ya se ha descrito anteriormente, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de muncl18-1a al comparar el grupo de
individuos con esquizofrenia con el grupo de individuos control (Figura 4.5). Sin
embargo, al separar la poblacidon de individuos con esquizofrenia en individuos
tratados y no tratados con antipsicoticos en el momento del fallecimiento, se observé
una disminucién estadisticamente significativa de la expresién de munc18-1a en el
grupo de individuos con esquizofrenia tratados con respecto al grupo control (21%).
También se observd una reduccion significativa en los individuos tratados con
antipsicéticos respecto a los individuos con esquizofrenia libres de tratamiento (18%)
(F [2,42]= 6,39, p= 0,0038]. No se encontraron diferencias en el grupo de individuos
con esquizofrenia libres de tratamiento en comparacién con los individuos control

(Figura 4.12).
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Figura 4.12. Expresion proteica de muncl8-1a en corteza prefrontal de individuos control (C),
individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicoticos [SZ(+)] en el
momento del fallecimiento. Las barras representan la media + error estandar de los porcentajes
frente al estandar del gel (100% conjunto de 22 muestras de individuos control). ** p<0,01 al
comparar el grupo de individuos con esquizofrenia no tratados frente a sus respectivos
controles. T p<0,05 al comparar los individuos con esquizofrenia tratados con antipsicéticos
frente al grupo de individuos con esquizofrenia libres de tratamiento (ANOVA de una via
seguido del analisis post-hoc mediante el test de Bonferroni). Derecha: Imagenes
representativas de muncl8-1a y B-actina, en los que se incluye las muestras estandar (st).
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En el caso de la isoforma munc18-1b, no habia cambios significativos en su
expresion proteica (ANOVA de una via; F [2,44]=2,79, p=0,072) pero al dividir la
poblacién de individuos con esquizofrenia entre tratados con antipsicéticos y libres de
tratamiento se observd una disminucién en aquellos que habian recibido tratamiento
antipsicético frente a los que no lo habian recibido (test post-hoc de Bonferroni)

(Figura 4.13).
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Figura 4.13. Expresion proteica de muncl8-1b en corteza prefrontal de individuos control (C),
individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicdticos [SZ(+)]. Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel (100%
conjunto de 22 muestras de individuos control). T p<0,05 al comparar los individuos con
esquizofrenia tratados con antipsicdticos frente al grupo de individuos con esquizofrenia libres
de tratamiento (ANOVA de una via seguido del anadlisis post-hoc mediante el test de
Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas de munc18-1b y B-actina, en los que se incluye
las muestras estandar (st).

4.1.5.2. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicdtico en la expresion proteica

de sintaxina-1A en corteza

La expresion proteica de sintaxina-1A aumentd de manera significativa en los
individuos con esquizofrenia, al compararlos con los individuos del grupo control (42%,
p<0,01) (Figura 4.7). Al dividir la poblacién de los individuos con esquizofrenia entre
tratados con antipsicéticos en el momento del fallecimiento y los que no estaban bajo
tratamiento, también se observa un incremento significativo en ambos grupos con
respecto a los individuos control (F [2,44]= 8,45; p= 0,0009) [SZ(-): 51%, p<0,01; SZ(+):
35%, p<0,05] pero no hubo diferencias entre estas dos poblaciones (p= 0,3108) (Figura
4.14).
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Figura 4.14. Expresion proteica de sintaxina-1A en corteza prefrontal de individuos control (C),
individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicéticos [SZ(+)]. Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel (100%
conjunto de 22 muestras de individuos control). * p<0,05 al comparar los grupos frente a los
individuos control (ANOVA de una via seguido del andlisis post-hoc mediante el test de
Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas de sintaxina-1A y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).

4.1.5.3. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicdtico en la expresion proteica

de sinaptobrevina en corteza prefrontal

En el caso de la expresion proteica de sinaptobrevina, no se obtuvieron
cambios significativos al comparar los individuos con esquizofrenia frente a los
individuos control. No obstante, se observd una disminucion significativa de la
expresion en individuos con esquizofrenia tratados con antipsicoticos frente a los
individuos libres de tratamiento (SZ(+): 32% de reduccién, F [2,39]= 3,35, p= 0,045)
(Figura 4.15).
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Figura 4.15. Expresidn proteica de sinaptobrevina en corteza prefrontal de individuos control
(C), individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicoticos [SZ(+)]. Las
barras representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel
(100% conjunto de 22 muestras de individuos control). t p<0,05 al comparar los individuos con
esquizofrenia tratados con antipsicdticos frente al grupo de individuos con esquizofrenia libres
de tratamiento (ANOVA de una via seguido del analisis post-hoc mediante el test de
Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas de sinaptobrevina y B-actina, en los que se
incluye las muestras estandar (st).

4.1.5.4. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicético en la expresion proteica

de SNAP-25 en corteza prefrontal

No se encontraron cambios significativos en la expresion proteica de SNAP-25

al comparar los tres grupos de estudio (F [2,45]=1,93; p= 0,1568] (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Expresion proteica de SNAP-25 en corteza prefrontal de individuos control (C),
individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicdticos [SZ(+)]. Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel (100%
conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Imagenes representativas de SNAP-
25y B-actina, en los que se incluye las muestras estandar (st).
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4.1.5.5. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicético en la expresion proteica

de sinaptotagmina en corteza prefrontal

No se encontraron cambios significativos en la expresién de sinaptotagmina
entre los grupos control, individuos con esquizofrenia libres de tratamiento e
individuos con esquizofrenia tratados con antipsicoticos (F [2, 44]= 2,81, p= 0,0708]

(Figura 4.17).
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Figura 4.17. Expresion proteica de sinaptotagmina en corteza prefrontal de individuos control
(C), individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicoticos [SZ(+)]. Las
barras representan la media + SEM de los porcentajes frente al estandar del gel (100% conjunto
de 22 muestras de individuos control). Derecha: Imagenes representativas de sinaptotagmina y
B-actina, en los que se incluye las muestras estandar (st).

4.1.5.6. Evaluacion del efecto del tratamiento antipsicético en la expresién proteica

de sinaptofisina en corteza prefrontal

Por ultimo, no se observaron cambios significativos entre la expresién proteica
de sinaptofisina en los individuos con esquizofrenia con o sin tratamiento frente a los

individuos control (F [2, 45]= 0,44, p= 0,6449) (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Expresion proteica de sinaptofisina en corteza prefrontal de individuos control (C),
individuos con esquizofrenia no tratados [SZ(-)] y tratados con antipsicdticos [SZ(+)]. Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel (100%
conjunto de 22 muestras de individuos control). Derecha: Imagenes representativas de
sinaptofisina y B-actina, en los que se incluye las muestras estandar (st).

4.1.6. Evaluacion de la relacion entre la expresion de muncl8-1a y otras
proteinas presinapticas en corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia

y sus controles

Con el fin de describir la posible relacién entre la expresién de muncl8-1a y
muncl8-1b en la esquizofrenia, se realizaron analisis de correlacion entre la expresion
de ambas isoformas. Los resultados mostraron que existe una correlacidon positiva
entre las dos isoformas en la corteza prefrontal de individuos control (r= 0,42, p= 0,04,
n= 22). Sin embargo, esta relacién no se observd en el grupo de individuos con

esquizofrenia (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Diagramas de dispersidon representando la relaciéon entre el contenido de las
proteinas munc18-1a y munc18-1b en corteza prefrontal (BA9) de individuos control (izquierda)
y individuos con esquizofrenia (derecha).

Se ha descrito una interaccion entre las proteinas muncl18-1 y sintaxina-1A, de
tal forma que dependiendo de la conformacién de sintaxina-1A, dicha interaccién
varia. Cuando sintaxina-1A interactia con munc18-1 no puede unirse a sinaptobrevina
y SNAP-25 para formar el complejo SNARE vy permitir la liberacion de

neurotransmisores.

Por todo ello, se evalud la relacion entre las inmunodensidades de munc18-1y
sintaxina-1A de las muestras de tejido postmortem de los individuos con esquizofrenia
y sus controles. Se observd una correlacidn positiva entre la densidad proteica de la
isoforma muncl18-1a vy la sintaxina-1A en los individuos control. Esta correlacion no se
observé entre la isoforma muncl8-1b y la sintaxina-1A. Cuando se cuantificé la
densidad de la isoforma muncl8-la y de la sintaxina-1A en individuos con
esquizofrenia, se observd una correlacion negativa (todos los individuos con
esquizofrenia: r= -0,45, p= 0,02, n= 22), independientemente del tratamiento
antipsicdtico (no-tratados: r=-0,76, p= 0,004, n= 12; tratados: r=-0,67, p= 0,02, n=11)
(Figura 4.20). Ademas, en los individuos con esquizofrenia se observé un incremento
neto significativo (F [2,44]= 6,24; p= 0,004 seguido de analisis post-hoc mediante test
de Bonferroni] en el ratio sintaxina-1A/munc18-1a [controles (C): 1,04 + 0,07, n= 23;

no-tratados SZ(-): 1,76 + 0,28, n=12; tratados SZ(+): 1,92 + 0,33, n=12].

116



Eva Munarriz-Cuezva

Resultados

Por el contrario, no se encontré ninguna relacién entre la densidad de munc18-

1b y sintaxina-1A en el grupo de individuos con esquizofrenia (todos los individuos con

esquizofrenia SZ: r= 0,09, p= 0,68, n= 23; no-tratados SZ(-): r= -0,10, p= 0,77, n= 12;

tratados SZ(+): r=-0,05, p= 0,89, n=11) (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Relacion entre muncl8-1a (izquierda) o muncl18-1b (derecha) y el contenido de
sintaxina-1A en la corteza prefrontal de individuos control, individuos con esquizofrenia (SZ)
tratados y no tratados con antipsicdticos. Se presentan los valores de coeficiente de correlacidn
de Pearson, valores p y nimero de individuos. En los casos significativos se presenta la recta de

regresion.
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4.1.7. Evaluacion de la expresion proteica de munc18-1, sintaxina-1A y otras
proteinas presindpticas en corteza prefrontal de individuos con depresion

mayor y sus respectivos controles

Con el objetivo de comprobar si los cambios observados en esquizofrenia eran
especificos de dicha entidad o, por el contrario, comunes a otras enfermedades
mentales, se evalud la expresion proteica de las proteinas presindpticas en corteza
prefrontal postmortem de una poblaciéon de individuos con depresion mayor y sus

controles.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
ninguna de las proteinas estudiadas (munc18-1a, muncl8-1b, sintaxina-1, SNAP-25,
sinaptobrevina, sinaptotagmina y sinaptofisina) entre los individuos con depresion
mayor, independientemente de la presencia o no de tratamiento antidepresivo, al

compararlos con sus controles emparejados (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Expresion proteica de muncl8-1la, muncl8-1b, sintaxina-1A, SNAP-25,
sinaptobrevina, sinaptotagmina y sinaptofisina en corteza prefrontal de individuos control (C,
n= 15) e individuos con depresidon mayor sin tratamiento con antidepresivos [MD(-), n= 5] y
tratados con antidepresivos [MD(+), n= 10], las barras representan la media + error estandar de
los porcentajes frente al estandar del gel (100 %, conjunto de 15 muestras control). Abajo:
imagenes representativas de munc18-1a, munc18-1b, sintaxina-1A, SNAP-25, sinaptobrevina,
sinaptotagmina, sinaptofisina y B-actina, muestras estandar (st) y muestras de individuos
emparejados C, MD(-) y MD(+).

4.1.8. Evaluacion del complejo SNARE: degradacion postmortem y distribucion

en sustancia gris y blanca

La formacién del complejo SNARE es un proceso esencial para la liberacion de

neurotransmisores en el botén sinaptico. Por ello, se realizé la cuantificacién de este

heterocomplejo formado por sintaxina-1A, sinaptobrevina y SNAP-25. Al interactuar
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estas tres proteinas, se facilita la fusion de la membrana vesicular con la membrana

plasmatica para que se liberen los neurotransmisores a la hendidura sindaptica.
4.1.8.1. Evaluacion del complejo SNARE: degradaciéon postmortem

Tanto en corteza cerebral de rata como de humano (BA9), se detectaron
distintas formas del complejo SNARE (~75 kDa y ~110 kDa de peso molecular)
mediante la utilizacién de anticuerpos especificos para las proteinas que componen el
complejo (sintaxina-1A, SNAP-25 y sinaptobrevina) (Figura 4.22). La forma de ~75 kDa
(detectada con los tres anticuerpos contra las proteinas que forman el complejo) es la
gue mas se aproxima al peso molecular (~72kDa) esperado para este heterotrimero,
pudiendo estar las formas de mayor peso molecular (~110 kDa) relacionadas con

modificaciones post-transcripcionales de algunos de sus componentes.

Para cuantificar las diferentes formas del complejo SNARE, se utilizaron
muestras no desnaturalizadas de cerebro de rata, y muestras desnaturalizadas y no
desnaturalizadas de cerebro humano con objeto de visualizar la estabilidad el
complejo. Para realizar este proceso se utilizdé el agente ditiotreitol o DTT ya que
rompe los puentes disulfuro de las estructuras proteicas. La desnaturalizacién de las
muestras cerebrales (CPF humana) rompidé los complejos SNARE (detectado con el
anticuerpo anti-SNAP-25) y aumentd la expresidon de la forma monomérica de la
proteina (Figura 4.22). En las muestras tratadas con DTT (200 mM), se observd una
disminucion de la expresion de las formas de ~75 kDa y ~110 kDa. Esta disminucion
también se observé después del tratamiento con urea desnaturalizante (6 M) o tras un
proceso de congelacién/descongelacion. Consecuentemente, las formas monomeéricas
de sinaptobrevina (5-52%), sintaxina-1A (6-35%) y SNAP-25 (63-160%) se

incrementaron (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Deteccion y caracterizacion de las formas del complejo SNARE (~75 kDa y ~110
kDa) en corteza cerebral de rata (homogeneizado total: 40 ug de proteina) y corteza prefrontal
humana (conjunto de 22 controles: 40 ug de proteina) con los anticuerpos anti-sinaptobrevina,
anti-sintaxina-1A y anti-SNAP-25. En cerebro de rata (C, muestras control), el desacople de los
complejos SNARE se logréo mediante manipulacién quimica con ditiotreitol (DTT, 200 mM) o
urea (6 M) seguido de un proceso de congelacidon/descongelacion.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar la
expresion del complejo SNARE de ~75 kDa a lo largo de todo el rango de intervalo
postmortem (IPM: 5-102 horas), cuantificado con los anticuerpos anti-sinaptobrevina,
anti-sintaxina-1A y anti-SNAP-25, sugiriendo que el heterotrimero es altamente

resistente a desacople postmortem y/o degradacidén especifica (Figura 4.23).
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Corteza prefrontal humana: complejo SNARE de ~75 kDa
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Figura 4.23. Efecto del IPM (rango: 5-102 h) en la expresion del complejo SNARE de ~75 kDa en
la corteza prefrontal de individuos control (8 hombres, 3 mujeres; rango de edad: 15- 52 afios)
cuantificado con los anticuerpos anti-sinaptobrevina (r= -0,48, p= 0,14), anti-sintaxina-1A (r=-
0,16, p=0,62) y anti-SNAP-25 (r= 0,30, p=0,38).

4.1.8.2. Evaluacion del complejo SNARE: distribucién subcelular

A nivel subcelular, el complejo de ~75 kDa (detectado con los anticuerpos anti-
sintaxina-1A o anti-SNAP-25) se detect6 fundamentalmente en la fraccidn enriquecida

en membranas (F2) tanto de la sustancia gris como de la blanca (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Localizacién subcelular de las formas del complejo de ~75 kDa y ~110 kDa
(detectado con los anticuerpos anti-sintaxina-1A y anti-SNAP-25) en sustancia gris (G) y blanca
(B) de la corteza prefrontal (sujeto vardn, 44 afios de edad, IPM 16 h, muestra: 40 ug de
proteina), y sus contenidos relativos en varios compartimentos subcelulares (F1: fraccidn
citosodlica; F2: fraccion enriquecida en membranas; F3: fraccidon nuclear y F4: fraccidn
citoesquéletica).

4.1.9. Evaluacion del complejo SNARE de ~75 kDa en corteza prefrontal de
individuos con esquizofrenia e individuos con depresion mayor. Efecto del

tratamiento antipsicoético y antidepresivo

El heterocomplejo formado por sintaxina-1A, sinaptobrevina y SNAP-25 en las
muestras de individuos con esquizofrenia e individuos con depresién mayor se
cuantific6 mediante western blot utilizando anticuerpos que reconocen las tres

proteinas integrantes del complejo.

Se observé una disminucién significativa en la expresion de la forma de ~75 kDa
del complejo SNARE (cuantificado con el anticuerpo anti-SNAP) en corteza prefrontal
de individuos con esquizofrenia al compararlos con los individuos control (F [2, 58]=

6,53, p=0,0027) (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Expresion proteica del complejo SNARE de ~75 kDa cuantificado con el anticuerpo
anti-SNAP-25 en la corteza prefrontal (CPF/BA9) de controles (C, n= 24), individuos con
esquizofrenia (SZ, n= 24) e individuos suicidas sin esquizofrenia (SD, n= 13). Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estdndar del gel (100%,
conjunto de 22 controles). *p< 0,05 (ANOVA seguido del analisis post-hoc mediante el test de
Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas del complejo SNARE de ~75 kDa y de B-actina,
que incluyen las muestras estandar (st).

Al discriminar entre individuos tratados con antipsicéticos y libres de
tratamiento, se observd que dicha reduccidon era mds acusada en las muestras de los
individuos con esquizofrenia que habian recibido tratamiento antipsicotico [SZ(-): 11%,
p> 0,05; SZ(+): 29%]. Ademas, un efecto del tratamiento antipsicéticos ya que existian
diferencias estadisticamente significativas entre individuos con esquizofrenia tratados
e individuos con esquizofrenia libres de tratamiento (F [2,45]=9,75, p=0,0003) (Figura
4.26).
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Figura 4.26. Expresion proteica del complejo SNARE de ~75 kDa cuantificado con el anticuerpo
anti-SNAP-25 en la corteza prefrontal (CPF/BA9) de controles (C, n= 24), individuos con
esquizofrenia no tratados [SZ(-)=12] y tratados con antipsicéticos [SZ(+), n=12].Las barras
representan la media * error estandar de los porcentajes frente al estandar del gel (100%,
conjunto de 22 controles). **p< 0,01 [SZ(+) vs C] y T p<0,01 [SZ(+) vs SZ (-)] (ANOVA seguido del
andlisis post-hoc mediante el test de Bonferroni). Derecha: Imagenes representativas del
complejo SNARE de ~75 kDa y de B-actina, que incluyen las muestras estandar (st).

Por el contrario, en las muestras de individuos con depresion mayor no se
observaron cambios significativos en la expresion del complejo SNARE a ~75 kDa
(cuantificado con el anticuerpo anti-SNAP-25) frente a los individuos control (test t de
Student (p=0,0786)). Al analizar los resultados de los individuos deprimidos tratados
con antidepresivos e individuos deprimidos libres de esta clase de farmacos no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de una via F [2, 28]=

1,75; p=0,1935) (Figura 4.27).

125



Resultados Eva Munarriz-Cuezva

150 5 cpF (BA 9) T
S
2%
100
X
% 3
=
»nn o 504
~—
S g
2 £
g é n=15 |n=15 n=15 P o]
&) 0
C MD C MD(-)MD(+)
kDa Complejo SNARE
- alell-SEESRas
kDa B-actina
12> - ————— e

C1 MD1SD1 st C2 MD2SD2 st C3 MD3 st C4 4
©) ) ©) *)

Figura 4.27. Expresion proteica del complejo SNARE de ~75 kDa cuantificado con el anticuerpo
anti-SNAP-25 en la corteza prefrontal (CPF/BA9) de controles (C, n= 15) y individuos con
depresién mayor (MD, n= 15), asi como individuos con depresion no tratados [MD(-), n= 5] y
tratados con antidepresivos [MD(+), n= 10]. Las barras representan la media + error estandar
de los porcentajes frente al estandar del gel (100%, conjunto de 22 controles). Abajo: Imdgenes
representativas del complejo SNARE de ~75 kDa y de B-actina, que incluyen las muestras
estandar (st), y muestras de individuos C, MD(-) y MD(+) emparejados.

4.2. CARACTERIZACION DEL MODELO ANIMAL MUNC18-OE

A continuacion se exponen los resultados obtenidos en el proceso de

caracterizaciéon del modelo animal Munc18-OE.

4.2.1. Evaluacion de la expresion génica de muncl8-1 mediante PCR

cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

Los experimentos de qRT-PCR con sondas TagMan® para la isoforma munc18-
la y los genes housekeeping Rps29 y Gadph dieron lugar a unas amplificaciones
exponenciales del ADNc en las cuales los ciclos umbral 6 threshold cycles (Ct) fueron de

23,21, 22y 17, respectivamente (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Amplificaciones exponenciales de cuantificacidn relativa de experimentos de qRT-
PCR para la isoforma muncl18-1ay los dos genes housekeeping, GADPH y Rps29.

Para la realizacion de los estudios de expresidon génica se utilizaron sondas
comerciales TagMan® para el gen muncl18-1a y para los genes de referencia Gadph y

Rsp29.

En la cuantificacion de la expresién relativa del ARNm de la muncl8-1a se
observé un aumento significativo en los animales Munc18-OE respecto a los animales

control (55%; t de Student: t= 2,686; p= 0,0249) (Figura 4.29).
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Figura 4.29. Expresion relativa de ARNm de la isoforma munc18-1a de animales Munc18-OE y
sus controles. Las columnas representan la media * error estandar de valores de 2*“'. * p<0,05
(t-test Munc18-OE vs Control).
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4.2.2. Evaluacion de la expresion proteica muncl8-1a

4.2.2.1. Localizacion anatdmica y cuantificacion de muncl8-la mediante

inmunofluorescencia

Para describir la localizacion cerebral de la isoforma a de la proteina munc18-1

se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas.

Al ser muncl8-1a una proteina que se expresa en diversos tipos de neuronas,

su marcaje y cuantificacion se llevé a cabo en varias areas cerebrales (Figura 4.30).

Figura 4.30. Localizacion de la proteina muncl8-1 en animales Munc18-OE (derecha) y en sus
controles wild-type (izquierda) en diferentes areas cerebrales (cx: corteza; hp: hipocampo; cb:
cerebelo). En todas las imagenes los nucleos celulares estan marcados en azul y la isoforma
muncl8-1a en verde.

Para la cuantificacion de la expresion de la isoforma muncl18-1a en cerebro
mediante técnicas inmunohistoquimicas, se tomaron imagenes en un microscopio de
fluorescencia. Dicha expresion fue significativamente superior en los animales

Munc18-0OE en corteza cerebral (109 %, t de Student; t= 8,18; p< 0,001), hipocampo
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(24 %, t=2,98; p= 0,038) 6 cerebelo (203 %, t= 14,22; p< 0,001). También se observaron
diferencias significativas en la expresién de muncl18-1 entre las distintas regiones

cerebrales de los animales Munc18-OE (F [3,179]=5,02; p= 0,0023) (Figura 4.31).
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Figura 4.31. Intensidad de gris en diferentes areas cerebrales de animales Munc18-OE (rojo;
n=3) y sus controles wild-type (negro; n=3). Las columnas representan la media * error estandar
de valores de intensidad de gris. Los datos corresponden a 40-60 medidas realizadas por area
cerebral. ** p< 0,01y *** p< 0,001 frente a animales control.

4.2.2.2. Cuantificacion de la expresion de la proteina munc18-1

Antes de comenzar las cuantificaciones de las diferentes proteinas de estudio
fue necesario realizar una serie de pruebas para optimizar las condiciones del ensayo
para cada una de ellas. En primer lugar, se comprobdé que el anticuerpo
correspondiente detectaba al menos una banda especifica, presente en el peso
molecular determinado por el disefio del fabricante. Ademas, se realizé una curva
concentracion creciente de cada proteina para determinar el rango éptimo para cada
una de ellas. Los pesos moleculares tanto de las proteinas diana como de la B-actina,
qgue se utilizdé como control de carga, se estimaron a partir de estandares

referenciados.

Para determinar la relaciéon entre la concentracién de proteina total y la
intensidad de fluorescencia de muncl8-la y muncl8-1b, se llevaron a cabo

experimentos de western blot en un rango de 5-35 pg, en los cuales se establecié una
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relacion lineal entre los dos parametros. Estas observaciones permitieron fijar en 10 pg

el contenido proteico dptimo para llevar a cabo los experimentos de cuantificaciéon

(Figura 4.32).
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Figura 4.32. Expresion proteica de las isoformas muncl8-la y muncl8-1b en contenido
proteico total creciente. Para ambas isoformas, se cargaron de 5 a 35 ug de proteina total en el
mismo gel obteniendo como resultado un aumento en la fluorescencia. (A) La isoforma
muncl8-1a, se saturdé a una concentracién de 30 pg de proteina total (r’= 0,982). (B) La
isoforma munc18-1b no se consiguid saturar en el rango establecido (r2= 0,965). Las graficas
muestran la relacién lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia de ambas
isoformas de munc18-1 de experimentos representativos. Abajo: imagenes representativas.

Se observd un aumento estadisticamente significativo de la proteina munc18-
1a ya que los animales control presentaron valores de 100 + 4 % mientras que los de
los animales Munc18-OE fueron superiores (125 + 5 %) (t de Student; t=3,764; p=
0,0031) (Figura 4.33A).

Sin embargo, no se encontraron diferencias en la densidad de la isoforma
muncl8-1b en esos mismos animales. Los valores mostrados por los animales control
fueron de 100 + 6 % vy los valores de los animales Munc18-OE 98 + 4 % (t de Student;

t=0,3227; p=0,7530) (Figura 4.33B).
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Figura 4.33. Expresion proteica de (A) muncl8-1a y (B) muncl8-1b en corteza cerebral de
animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las barras representan las medias +
error estandar de los valores inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de niveles de
inmunodensidad respecto a los animales control. ** p< 0,01 (t-test; Munc18-OE vs Control).
Derecha: imagenes representativas de las inmunodensidades (proteina de interés en rojo y -
actina en verde).

4.2.2.3. Cuantificacion de la expresion génica y proteica de muncl8-1 tras la

administracion aguda de clozapina

Se realizd una administracidon aguda de clozapina a dosis de 1 mg/kg por via i.p.

con el objetivo de evaluar el efecto del antipsicdtico sobre la expresién de munc18-1.

A nivel de ARN mensajero, una dosis aguda de clozapina indujo una
disminucién tanto en animales control como en animales Munc18-OE (F[1,15]= 10,09;
p= 0,0063). En el caso de los animales transgénicos esta disminucion fue
estadisticamente significativa tras realizar un analisis post-hoc de Bonferroni
(p=0,0119). En este caso, se observd que el genotipo del animal también influia
significativamente en los resultados (F[1,15]= 6,581; p= 0,0215). Sin embargo, no se
observé una interaccion entre genotipo y el tratamiento administrado (F[1,15]= 0,584;

p=0,4512) (Figura 4.34).
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Figura 4.34. Expresion relativa de ARNm de la isoforma muncl8-1a en corteza cerebral de
animales wild-type y Munc18-OE tras la administracion aguda con suero salino i.p (® n=5, e
n=4; respectivamente), asi como la inyeccion aguda de clozapina 1 mg/kg i.p (e n=5, ® n=4;
respectivamente) (ANOVA de dos vias seguida de andlisis post-hoc mediante el test de
Bonferroni). Las columnas representan la media + error estandar de valores de 2"*“". * p< 0,05.

Una vez analizada la expresion a nivel de ARN mensajero se procedio a realizar
la evaluacién de la expresidn proteica de las isoformas de la proteina munc18-1. En
caso de muncl8-1a, existia una relacion entre el genotipo (si el animal era transgénico
0 no) y el tratamiento administrado (si el animal habia sido tratado con suero salino o
con clozapina 1mg/kg), es decir que el tratamiento con clozapina afecté de diferente
manera dependiendo del genotipo del animal al que se le administra la dosis F[1,26]=
8,463, p=0,0073). Ademas, el factor genotipo (F[1,26]= 6,170, p=0,0198) y el factor
tratamiento administrado F[1,26]= 8,463 p=0,0073) influenciaron significativamente en
los resultados. El analisis post-hoc de Bonferroni mostré un aumento estadisticamente
significativo de la inmunoreactividad de muncl8-1la en los animales Munc18-OE
tratados con suero salino al 0,9% frente a los animales control tratados con esta misma
solucién (aumento de 87%; p= 0,0021) y una disminucion estadisticamente significativa
en los animales Munc18-0E tratados con clozapina frente a los que habian recibido

una administracién de suero salino (disminucion del 94%; p= 0,009) (Figura 4.35).
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Figura 4.35. Expresion proteica de la isoforma muncl8-1la en corteza cerebral de animales
Muncl18-0E (Ms) y sus controles wild-type (Cs) tras administracion aguda de suero salino i.p. y
animales Munc18-OE (M¢) y sus controles wild-type (Cc) tras inyeccion aguda de clozapina 1
mg/kg i.p. Las barras representan las medias * error estandar de los valores inmunoreactividad,
y se expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los de los animales
control tratados con suero salino (ANOVA de dos vias seguida de analisis post-hoc mediante el
test de Bonferroni). ** p<0,01. Derecha: imagenes representativas de las inmunodensidades
(proteina de interés en rojo y B-actina en verde).

Con respecto a la isoforma b de la proteina munc18-1, tras realizar un andlisis
de varianzas de dos vias, no se observaron cambios significativos influenciados ni por
el genotipo del animal (F[1,27]= 0,1955, p= 0,6619), ni por el tratamiento administrado
(F[1,27]= 0,1349, p= 0,7163) ni por la interaccién entre ambos factores (F[1,27]=
0,4651, p=0,5011) (Figura 4.36).
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Figura 4.36. Expresion proteica de la isoforma muncl8-1b en corteza cerebral de animales
Muncl18-0E (Ms) y sus controles wild-type (Cs) tras administracion aguda de suero salino i.p. y
animales Munc18-OE (M¢) y sus controles wild-type (Cc) tras inyeccion aguda de clozapina 1
mg/kg i.p.. Las barras representan las medias * error estindar de los valores
inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los
de animales control tratados con salino. Derecha: imagenes representativas (proteina de
interés en rojo y B-actina en verde).

4.2.3. Evaluacion de la expresion de las proteinas presindpticas en el modelo

animal Munc18-OE
4.2.3.1. Proteinas del complejo SNARE

Tal y como se ha descrito en apartados anteriores, el complejo SNARE esta
formado por tres proteinas: sintaxina-1A, sinaptobrevina y SNAP-25 y en este caso
también se realizaron pruebas para optimizar las condiciones del ensayo para cada una
de ellas. En primer lugar, se comprobo que el anticuerpo correspondiente detectaba al
menos una banda especifica, presente en el peso molecular determinado por el disefio
del fabricante. Ademas, se llevé a cabo una curva concentracion creciente de cada
proteina para determinar el rango Optimo para cada una de ellas. Los pesos
moleculares tanto de las proteinas diana como de la B-actina, que se utilizé como

control de carga, se estimaron a partir de estdandares referenciados.

Con respecto a las proteinas que forman el complejo SNARE, sintaxina-1A,
sinaptobrevina y SNAP-25, el contenido proteico elegido para realizar los experimentos
de inmunodeteccion y cuantificacion proteica fue de de 10 pg de proteina en los tres

casos (Figura 4.37).
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Figura 4.37. Expresion proteica de las proteinas que forman el complejo SNARE (A) sintaxina-
1A, (B) SNAP-25 y (C) sinaptobrevina en contenido proteico total creciente. Las graficas
muestran la relacidn lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que tuvieron
unos valores r> de 0,867; 0,969 y 0,980, respectivamente. Abajo: imagenes representativas.

No se encontraron diferencias significativas en la expresion proteica de estas

proteinas en los animales Munc18-OE al compararlos con sus controles wild-type.

En el caso de sintaxina-1A los animales control presentaron un valor de 97 + 5
% mientras que los datos de los animales Munc18-OE fueron de 101 £+ 6 % (t de

Student; t=0,512; p= 0,6166) (Figura 4.38A).

Con respecto a sinaptobrevina los valores presentados por los animales control
fueron 100 £ 7 % vy los de los animales Munc18-OE 109 + 9 % (t de Student; t= 0,889;
p=0,3888) (Figura 4.38B).
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Por ultimo, los datos de SNAP-25 fueron de 100 + 24 % en el caso de los
animales control y en el caso de los animales Munc18-OE de 112 + 22 % (t de Student;

t=0,3563; p=0,7284) (Figura 4.38C).

200 -
[
< = ]
ZE 150 kDa Sintaxina-1A
-]
é g 100+ 42>
:né g 50 - 34>
X 0 CCMMCCMM
Control Munc18-OE
B
— 200
= £
z § 150 7 kDa Sinaptobrevina
St
=8
REIN CCMMCCMM
0 -
Control Munc18-OE
c 200 T
150 7 kDa SNAP-25

42>

25>

SNAP-25
% ratones control

CCMMCCMM

Control Munc18-OE

Figura 4.38. Expresion proteica de (A) sintaxina-1A, (B) sinaptobrevina y (C) SNAP-25 en corteza
cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las barras representan las
medias + error estdndar de los valores inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de
niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control).
Derecha: iméagenes representativas (proteina de interés en rojo y B-actina en verde para el caso
de sintaxina-1A y sinaptobrevina; en el caso de SNAP-25 la proteina de interés se visualiza en
verde y la B-actina en rojo.

4.2.3.2. Proteinas sinaptotagmina y sinaptofisina

Se cuantificaron dos proteinas presinapticas mas: sinaptotagmina vy
sinaptofisina. En este caso, tras realizar el cdlculo del contenido proteico total
creciente, también se eligié la cantidad de 10 pg de proteina para llevar a cabo los

experimentos (Figura 4.39).
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Figura 4.39. Expresion proteica de las proteinas presinapticas (A) sinaptotagmina y (B)
sinaptofisina en contenido proteico total creciente. Las graficas muestran la relacion lineal
entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que tuvieron unos valores r’ de 0,965 y
0,938, respectivamente. Abgjo: imagenes representativas de ambas proteinas.

En la cuantificacion de la expresidon proteica de sinaptotagmina no se

obtuvieron diferencias significativas ya que los animales control tenian unos valores de

100 + 9 % y los animales Munc18-0OE unos valores de 94 + 6% (t de Student; t= 0,5641;

p=0,5840) (Figura 4.40A).

En el caso de la proteina sinaptofisina los animales control presentaron unos

valores de 100 * 7 % mientras que los animales Munc18-OE tenian unos valores de 85

t 4 % por lo que no se observaron cambios estadisticamente significativos en la

cuantificacion de esta proteina (t de Student; t= 1,801; p= 0,0911) (Figura 4.40B).
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Figura 4.40. Expresion proteica de (A) sinaptotagmina y (B) sinaptofisina en corteza cerebral de
animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las barras representan las medias *
error estandar de los valores inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de niveles de
inmunodensidad respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control). Derecha:
imagenes representativas (proteina de interés en rojo y B-actina en verde).

4.2.4. Evaluacion de la expresion proteica de las proteinas que fosforilan

muncl8-1

La fosforilacién proteica es un proceso relevante ya que permite activar o
desactivar proteinas. En el caso de la fosforilacién de munc18-1, existen dos proteinas
capaces de realizar su activacién: la quinasa dependiente de ciclina-5 o Cdk 5 (Cyclin-

dependent kinase 5) y la proteincinasa C 6 PKC (Protein Kinase C).

En el caso de las proteinas Cdk5 y PKC, también se realiz6 una curva para
calcular el contenido proteico dptimo para la inmunodeteccion de estas dos proteinas.
En ambos casos, se decidié llevar a cabo los experimentos con la cantidad de 10 pg de

proteina (Figura 4.41).
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Figura 4.41. Expresion proteica de las proteinas (A) Cdk5 y (B) PKC en contenido proteico total
creciente. Las graficas muestran la relacidn lineal entre en contenido de proteina total y la
fluorescencia que tuvieron unos valores r’ de 0,9637 y 0,9714, respectivamente. Abagjo:
imagenes representativas de ambas proteinas.

Con respecto a la expresidon de la proteina Cdk5, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas ya que tanto animales control como animales Munc18-

OE presentaron datos de 100 + 5% (t de Student; t=0,9148; p=0,9176) (Figura 4.42).
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Figura 4.42. Expresion proteica de Cdk5 en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus
controles wild-type (C). Las barras representan las medias + error estandar de los valores
inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los
de animales control (t-test, Muncl8-OE vs Control). Derecha: imagenes representativas
(proteina de interés en rojo y B-actina en verde).

En el caso de la proteina PKC, se detectaron dos bandas cuantificables: una
banda de aproximadamente 82 kDa y la otra de aproximadamente 46 kDa (Figura
4.43), pero en ningun caso el analisis estableci6 cambios estadisticamente

significativos entre los dos grupos de animales.
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En la banda a la altura aproximada de 82 kDa, los valores obtenidos en los
animales control fueron de 100 + 12 % y en los animales Munc18-0E fueron de 83 + 13

% (t de Student; t=0,972; p= 0,3501) (Figura 4.43A).

Los animales control presentaron unos valores de 100 + 10 % y los animales
Munc18-OE de 86 + 8 % en la banda a la altura aproximada de 46 kDa (t de Student; t=
1,11; p=0,2876) (Figura 4.43B).
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Figura 4.43. Expresidn proteica de las bandas de (A) ~82 kDa y (B) ~46 kDa de PKC en corteza
cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las barras representan las
medias + error estandar de los valores inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de
niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control).
Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y f-actina en verde).

4.2.5. Evaluacion de la expresion proteica de proteinas relacionadas con

esquizofrenia

Se cuantificaron las proteinas DISC-1 (Disrupted In SChizophrenia), neuregulina-

1, el receptor ErbB4 y PSD-95 (Postsynaptic Density Protein-95).
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4.2.5.1. Disrupted In Schizophrenia-1 (DISC-1)

Para las proteinas relacionadas con esquizofrenia, como es la proteina DISC-1
también se realizd una curva de contenido proteico creciente para calcular las
condiciones Optimas para su inmunodeteccion, y se decidio llevar a cabo los

experimentos con la cantidad de 20 pg de proteina total (Figura 4.44).
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Figura 4.44. Expresion proteica de la proteina DISC-1 en contenido proteico total creciente. Las
graficas muestran la relacidn lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que
tuvo un valor r’ de 0,976. Abajo: imagen representativa.

No se encontraron diferencias significativas en la expresién proteica de DISC-1
en los animales transgénicos con un valor de 73 + 14 % en comparacién con sus

controles wild-type que presentaron un valor de 100 + 17 % (t de Student; t= 1,20; p=
0,2540) (Figura 4.45).
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Figura 4.45. Expresion proteica de DISC-1 en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus
controles wild-type (C). Las barras representan las medias + error estandar de los valores de
inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los
de los animales control (t-test, Munc18-OE vs Control). Derecha: imagenes representativas
(proteina de interés en rojo y B-actina en verde).

4.2.5.2. Neuregulina-1

Para llevar a cabo la cuantificacidn de la proteina neuregulina-1, se realizé una
curva de contenido proteico previa en la que se decidio utilizar 15 pg de proteina total

para su inmunodeteccion (Figura 4.46).
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Figura 4.46. Expresion proteica de la proteina NRG-1 en contenido proteico total creciente. La
grafica muestran la relacién lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que
tuvieron unos valores r* de 0,994 y de 0,948, respectivamente. Abajo: imagenes representativas
de ambas proteinas.

Al evaluar la expresion proteica de neuregulina-1, se cuantificaron dos bandas

(80 y 65 kDa). No se observaron cambios significativos en la expresion de ninguna de
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las dos formas proteicas entre los animales transgénicos y los controles wild-type. En la
banda de aproximadamente 80 kDa, los animales control presentaron un valor de 100
t 11% mientras que el valor de los animales Munc18-OE fue de 120 + 14 % (t de
Student; t= 1,16; p= 0,2696) (Figura 4.47A). En el caso de la banda a la altura de 65
kDa, los animales control tuvieron un valor de 100 + 22 % y los animales Munc18-OE

de 118 + 16 % (t de Student; t= 0,672; p=0,5146) (Figura 4.47B).
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Figura 4.47. Expresion proteica de la proteina neuregulina-1 detectada en bandas de (A) 80 kDa
y (B) 65 kDa en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las
barras representan las medias + error estandar de los valores de inmunoreactividad, y se
expresan en porcentaje respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control).
Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y f-actina en verde).

4.2.5.3. Receptor ErbB4

En el caso del receptor ErbB4 también se realizé una curva de contenido
proteico creciente para decidir las condiciones éptimas para su inmunodeteccién. Se

decidié utilizar una concentracién de 25 ug (Figura 4.48).
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Figura 4.48. Expresion proteica del receptor ErbB4 en contenido proteico total creciente. La
grafica muestra la relacidn lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que
tuvieron unos valores r> de 0,965. Abgjo: imagenes representativas de ambas proteinas.

No se encontraron cambios significativos en la expresidn proteica del receptor
ErbB4 en los animales Munc18-OE con valores de 121 + 15 % al compararlos con sus
controles wild-type con valores de 100 + 20 % (t de Student; t= 0,865; p= 0,4056)
(Figura 4.49).
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Figura 4.49. Expresion proteica de ErbB4 en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus
controles wild-type (C). Las barras representan las medias + error estandar de los valores de
inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje respecto a los de animales control (t-test,
Munc18-0OE vs Control). Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y -
actina en verde).

4.2.5.4. Proteina PSD-95

Para cuantificar la proteina PSD-95 también se realizdé una curva de contenido
proteico total creciente para saber la cantidad de proteina total que se debia de

utilizar en los experimentos de inmunodeteccién. Esa cantidad fue de 15 ug (Figura

4.50).
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Figura 4.50. Expresion proteica de la proteina PSD-95 en contenido proteico total creciente. La
grafica muestra la relacion lineal entre en contenido de proteina total y la fluorescencia que
tuvo un valor r* de 0,978. Abgjo: imagen representativa.

En el caso de la proteina PSD-95 no se observaron cambios estadisticamente
significativos entre animales control y animales Muncl18-OE vya que los animales
control presentaron unos valores de 100 + 6 % y los animales Munc18-OE de 94 + 6 %

(t de Student; t=0,719; p= 0,4814) (Figura 4.51).
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Figura 4.51. Expresion proteica de la proteina PSD-95 detectada en bandas de (A) ~100 kDa y
(B) ~75 kDa en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las
barras representan las medias * error estandar de los valores inmunoreactividad, y se expresan
en porcentaje respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control). Derecha:
imagenes representativas (proteina de interés en rojo y B-actina en verde).
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4.2.5.5. Cuantificacidon de la expresidon de proteinas relacionadas con esquizofrenia

tras la administracion aguda de clozapina

También se evalud la expresidn de proteinas relacionadas con la esquizofrenia
tras la administracion aguda de clozapina (1 mg/kg i.p) para observar el efecto del

tratamiento antipsicético.
4.2.5.5.1. Disrupted In Schizophrenia (DISC)

En el caso de la proteina DISC-1, tras realizar un andlisis de varianzas de dos
vias, no se observaron cambios significativos influenciados ni por el genotipo del
animal (F[1,23]= 0,7465, p= 0,3965), ni por el tratamiento administrado (F[1,23]=
0,6740, p= 0,4201) ni por la interaccién entre ambos factores (F[1,23]= 1,386, p=
0,2511) (Figura 4.52).
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Figura 4.52. Expresion proteica de la proteina DISC-1 en corteza cerebral de animales Munc18-
OE (M) y sus controles wild-type (Cs) tras administracién aguda de suero salino i.p. y animales
Munc18-OE (Mc) y sus controles wild-type (C¢) tras inyeccién aguda de clozapina 1 mg/kg i.p.
Las barras representan las medias + error estandar de los valores inmunoreactividad, y se
expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los de los animales control
tratados con suero salino. Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y -
actina en verde).
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4.2.5.5.2. Neuregulina-1

En el caso de la proteina neuregulina-1 se cuantificaron las bandas de 80 y 65
kDa. En ninguno de los casos se obtuvieron cambios estadisticamente significativos

entre los grupos de estudio tras la administracién aguda de clozapina.

Al realizar el analisis de la cuantificacién de la banda de aproximadamente 80
kDa, el genotipo del animal no influencié en los resultados (F[1,23]= 0,383, p= 0,5419)
pero si el tratamiento administrado (F[1,23]= 10,8, p= 0,0032). La interaccion entre
ambos factores no afecté de manera significativa a los resultados (F[1,23]= 1,02, p=

0,3241) (Figura 4.53A).

Tras realizar el analisis de la banda inferior, ni el genotipo del animal (F[1,26]=
0,164, p= 0,6890), ni el tratamiento administrado (F[1,26]= 1,51, p= 0,2309) ni la
interaccion entre ambos factores (F[1,26]= 1,04, p= 0,3165) influenciaron en los

resultados (Figura 4.53B).
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Figura 4.53. Expresion proteica de las bandas de (A) 80 kDa y (B) 65 kDa de la proteina
neuregulina-1 en corteza cerebral de animales Munc18-OE (Ms) y sus controles wild-type (Cs)
tras administracion aguda de suero salino i.p. y animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-
type (Cc) tras inyeccion aguda de clozapina 1 mg/kg i.p Las barras representan las medias +
error estandar de los valores de inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje respecto a los
de los animales control tratados con suero salino. Derecha: imagenes representativas (proteina

de interés en rojo y B-actina en verde).

4.2.5.5.3. Receptor ErbB4

La neuregulina es el

ligando del

receptor tirosin-kinasa ErbB4. En la

inmunodeteccion de este receptor ni el genotipo del animal (F[1,25]= 0,4844; p=

0,4929) ni el tratamiento administrado (F[1,26]= 1,51, p= 0,2309) ni la interaccién

entre ambos factores (F[1,26]= 1,04, p= 0,3165) influenciaron en los resultados (Figura

4.54).
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Figura 4.54. Expresion proteica del receptor ErbB4 en corteza cerebral de animales Munc18-OE
(Ms) y sus controles wild-type (Cs) tras administracion aguda de suero salino i.p. y animales
Munc18-0E (Mc) y sus controles wild-type (C¢) tras inyeccidn aguda de clozapina 1 mg/kg i.p.
Las barras representan las medias + error estdndar de los valores inmunoreactividad, y se
expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control
tratados con salino. Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y B-actina
en verde).

4.2.5.5.4. Proteina PSD-95

En el caso de la proteina PSD-95, tras realizar un analisis de varianzas de dos
vias, no se observaron cambios significativos influenciados ni por el genotipo del
animal (F[1,26]= 0,3343, p= 0,5681), ni por el tratamiento administrado (F[1,26]=
0,2719, p= 0,6065) ni por la interaccién entre ambos factores (F[1,26]= 1,669, p=
0,2078) (Figura 4.55).

250 -
[
£ 200 kDa PSD-95
w3 150
1 w —,_
22 100 —
-
= 50 |
c\c 0_ n=9 n="7 CS MS CC MC
N
°§¢° e'éo\q) ¥§ %'OQ)
CF ey &S
@0 %‘V éé @)

Figura 4.55. Expresion proteica de la proteina PSD-95 en corteza cerebral animales Munc18-OE
(Ms) vy sus controles wild-type (Cs) tras administracion aguda de suero salino i.p. y animales
Munc18-0E (Mc) y sus controles wild-type (C¢) tras inyeccidn aguda de clozapina 1 mg/kg i.p.
Las barras representan las medias + error estandar de los valores inmunoreactividad, y se
expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control
tratados con salino. Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y p-actina
en verde).
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4.2.6. Evaluacion de la expresion proteica de los receptores cannabinoides

Se evalud el estado del sistema cannabinoide en el modelo animal Munc18-OE

a través de sus dos receptores, CB1 y CB2.

En este caso, también se realizd previamente una curva de contenido proteico
creciente para decidir la concentracion de proteina total 6ptima para llevar a cabo la
cuantificacion de la inmunodeteccidon. En ambos casos, la concentracion elegida fue de

15 pg de proteina total (Figura 4.56).
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Figura 4.56. Expresion proteica de las proteinas (A) CB1y (B) CB2 en contenido proteico total
creciente. Las graficas muestran la relacion lineal entre en contenido de proteina total y la

fluorescencia que tuvieron unos valores r’ de 0,9811 y 0,942, respectivamente. Abagjo:
imagenes representativas de ambas proteinas.

En el caso del receptor cannabinoide CB1, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores mostrados por los animales control
(100 + 7 %) y los valores mostrados por los animales Munc18-OE (83 + 10 %) (t de
Student; t=1,37; p= 0,1889) (Figura 4.57A).

En la expresion proteica del receptor CB2 tampoco se encontraron cambios
estadisticamente significativos, ya que lo valores de inmunodeteccion de los animales
control fueron 100 £+ 5 % y de los valores de los animales Munc18-OE fueron 86 + 10 %

(t de Student; t=1,32; p=0, 2118) (Figura 4.57B).
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Figura 4.57. Expresidn proteica de los receptores cannabinoides (A) CB; y (B) CB, en corteza
cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C). Las barras representan las
medias + error estdndar de los valores inmunoreactividad, y se expresan en porcentaje de
niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control (t-test, Munc18-OE vs Control).
Derecha: imagenes representativas (proteina de interés en rojo y f-actina en verde).

4.2.7. Evaluacion de la expresion de las proteinas de las vias apoptoticas

En este estudio también se evalud el estado de las vias apoptodticas: el receptor
Fas y las proteinas FADD (Fas-Associated protein with Death Domain), FADD fosforilada

en su serina 191 y PARP-1 (Poly (ADP-ribose) polymerase).

En el caso del receptor Fas los animales Munc18-OE obtuvieron unos valores de
100 £ 6 % frente a los animales control que fueron de 97 £+ 5 % (t de Student; t= 0,51;

p=0,6166) (Figura 4.58A).

La proteina apoptdtica FADD se observé aumentada en los animales Munc18-
OE con unos valores de 123 + 9 % frente a los animales control que tenian unos valores

de 96 +8 % (t de Student; t= 2,19; p=0,0460) (Figura 4.58B).

Los valores de inmunodeteccién de p-FADD detectados en los animales control

fueron 102 + 13 % y en los animales Muncl18-OE 111 + 7 %, sin obtener cambios
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estadisticamente significativos en ambos grupos (t de Student; t= 0,578; p= 0,5727)
(Figura 4.58C).

Por ultimo, tampoco se observaron cambios significativos en la fracciones PARP
siendo los valores de los animales control 95 = 6 % y los valores de los animales

Munc18-0OE 106 + 8 % (t de Student; t= 1,15; p=0,2742) (Figura 4.58D).
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Figura 4.58. Representacion grafica e imagen representativa de la expresién proteica de las
proteinas de vias apoptoticas: (A) receptor Fas, (B) FADD, (C) p-FADD y (D) fracciones de la
proteina PARP en corteza cerebral de animales Munc18-OE (M) y sus controles wild-type (C).
Las barras representan las medias * error estandar de los valores inmunoreactividad, y se
expresan en porcentaje de niveles de inmunodensidad respecto a los de animales control. * p<
0,05 (t-test, Munc18-OE vs Control).
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4.2.8. Evaluacion del fenotipo comportamental del modelo animal Munc18-OE

4.2.8.1. Evaluacion de la actividad motora

La mayoria de los paradigmas experimentales destinados al estudio del
comportamiento poseen un componente motor. Por ello, resulta esencial evaluar la
capacidad locomotora del modelo animal Muncl8-OE para comprobar si las
modificaciones genéticas a las que ha sido sometido el animal pudieran estar
influyendo en sus habilidades motoras, enmascarando otros resultados dependientes

de la integridad de esa actividad.

La evaluacién de la actividad motora espontanea se realizé mediante la prueba
del actimetro. La actividad motora de animales Munc18-OE fue significativamente
menor que la actividad de los animales wild-type (-32%; test de t de Student: p=

0,0002; t=5,593) (Figura 4.59).
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Figura 4.59. Evaluacion de la actividad motora espontanea mediante actimetro de animales
Munc18-0E vy sus controles wild-type. Las columnas representan las medias + error estandar del
tiempo. *** p < 0,001 (t-test Munc18-OE vs Control).

4.2.8.2. Evaluacion de la coordinacion motora

Al evaluar la coordinacién motora mediante la prueba del rotarod no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de animales
en el tiempo que se mantiene en la barra giratoria (en segundos) mediante el test de t

de Student (t= 0,9150; p = 0,38179) (Figura 4.60).
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Figura 4.60. Evaluacion de la coordinacion motora en Rotarod de animales Munc18-OE y sus
controles wild-type. Las columnas representan las medias + error estandar del tiempo que se
mantiene en la barra giratoria (t-test, Munc18-OE vs Control).

4.2.8.2. Evaluacion de la actividad exploratoria

Para determinar la actividad exploratoria de los animales modificados
genéticamente, se les sometid a la prueba de la caja con agujeros durante un periodo
de 5 minutos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
animales Munc18-OE al compararlos con sus controles wild-type (t de Student; t=

0,5538; p= 0,5932;) (Figura 4.61).
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Figura 4.61. Evaluacion de la capacidad exploratoria mediante la prueba de caja con agujeros
en animales Munc18-OE y sus controles wild-type. Las columnas representan las medias * error
estandar del nimero de entradas en los agujeros (t-test, Munc18-OE vs Control).
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4.2.8.3. Evaluacion del estado de ansiedad

Con objeto de estudiar el estado de ansiedad de los animales Munc18-OE se

realizaron las pruebas del laberinto elevado en cruz e interaccion social.

En la prueba del laberinto elevado en cruz se evaluaron dos parametros: el
nimero de entradas a cualquiera de los dos brazos abiertos y el tiempo de
permanencia en cada brazo. El niumero de entradas a los brazos abiertos fue
significativamente inferior en los animales Munc18-OE al compararlos con los animales
wild-type (-73 %; t de Student; t= 3,618; p= 0,0056). Asi mismo, se observd una
disminucién significativa en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos, en los
animales Munc18-0E respecto a los animales control (-86 %; t de Student; t= 3,025; p=

0,0144) (Figura 4.62).
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Figura 4.62. Evaluacién del estado de ansiedad en animales Munc18-OE y sus controles wild-
type en el laberinto elevado en cruz. Las columnas representan las medias * error estandar (A)
del nimero de entradas a los brazos abiertos y (B) del tiempo en los brazos abiertos. * p< 0,05y
** p< 0,01 (t-test; Munc18-OE vs Control).
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Respecto a la prueba de la interaccion social, los resultados muestran una
disminucion significativa del tiempo de interaccidon en los animales Munc18-OE al
compararlos con sus controles wild-type (-52%; t de Student; t= 3,417 p= 0,0066;)
(Figura 4.63).
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Figura 4.63. Estudio de la interaccién social en animales Munc18-OE y sus controles wild-type.
Las columnas representan las medias * error estandar del tiempo (en segundos) durante el que
los animales interaccionan entre si. ** p< 0,01 (t-test; Munc18-OE vs Control).

4.2.8.4. Evaluacion del fenotipo depresivo mediante la prueba de natacion forzada

Los resultados obtenidos hasta el momento sugirieron que los animales
Munc18-0E presentaban un elevado estado de ansiedad. Ya que en la practica clinica
los estados depresivos suelen cursar con trastornos de ansiedad, se realizo la prueba

comportamental de la natacion forzada para evaluar las sintomatologia depresiva.

No se encontraron cambios en el tiempo de inmovilidad en la prueba de la
natacion forzada entre los animales Munc18-OE y sus controles (t de Student; t=1,171;

p=10,2688) (Figura 4.64).
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Figura 4.64. Tiempo de inmovilidad en la prueba de la natacion forzada en animales Munc18-
OE v sus controles wild-type. Las columnas representan las medias + error estandar del tiempo
que animal esta inmovil (t-test, Munc18-OE vs Control).
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La esquizofrenia se considera un trastorno psiquiatrico complejo ya que sus
causas son heterogéneas, presenta sintomas variables y los pacientes responden de
manera diferente al tratamiento. Estudios en familias relevan que se trata de una
enfermedad con un alto componente genético, consecuencia de la interaccidon
simultanea de varios genes con un tipo de herencia no mendeliana. Este trastorno se
caracteriza por una alteracién de la realidad y del comportamiento social, ademds de
desorganizaciones graves de la personalidad. Se trata de una enfermedad crdénica que
se inicia en la adolescencia o a principios de la juventud y que afecta al 1% de Ila

poblacién.

En los ultimos afios, parte de las investigaciones en esta enfermedad se han
centrado en el estudio del mecanismo de exocitosis neuronal, el cual permite la

liberacion de neurotransmisores a la hendidura sinaptica.

En el presente estudio se emplearon muestras cerebrales postmortem de
individuos con esquizofrenia y sus controles emparejados, tanto tratados con farmacos
antipsicdticos como sin tratar con el objetivo de cuantificar el contenido proteico de
varias proteinas presindpticas y la posible influencia de la exposiciéon a farmacos

antipsicéticos.

Ademads, se evalué también un ratén transgénico que sobreexpresaba la
isoforma muncl8-1a como posible modelo animal de esquizofrenia, demostrando la
participacién de esta proteina en el desarrollo de cambios tanto comportamentales
como morfoldgicos que se asemejan a los observados en esquizofrenia. Estos
resultados apoyan la hipdtesis de un posible papel de alteraciones en los procesos de

exocitosis en la fisiopatologia de la enfermedad.

5.1. EVALUACION PROTEICA DE PROTEINAS PRESINAPTICAS EN CORTEZA
PREFRONTAL DE INDIVIDUOS CON ESQUIZOFRENIA

En este trabajo se estudié el estado de los componentes mds relevantes de la
maquinaria exocitdtica en la corteza prefrontal (area 9 de Brodmann-BA9) con

muestras cerebrales postmortem de individuos con esquizofrenia y sus controles
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emparejados por edad, sexo e intervalo postmortem. Con el fin de observar los
posibles efectos del tratamiento antipsicdtico, los individuos con esquizofrenia se
dividieron en dos grupos, dependiendo de la presencia o ausencia de fdrmacos
antipsicoticos en plasma en el momento de fallecimiento. Ademas, se incluyd una
poblacién de individuos que habian cometido suicidio sin enfermedad psiquiatrica
diagnosticada para evaluar si este factor podia influir en los resultados, ya que la
mayoria de los individuos con esquizofrenia habian fallecido por suicidio. Por otro lado,
se incluydé una poblacién de individuos diagnosticados con depresién mayor para
analizar si los cambios encontrados en la esquizofrenia eran comunes a otros
trastornos mentales. Esta poblacion también fue dividida entre individuos tratados con
farmacos antidepresivos o libres de tratamiento en plasma en el momento de la

autopsia.
5.1.1. Evaluacidon de la expresion proteica de munc18-1 y sintaxina-1A

La proteina muncl8-1 es una molécula esencial de la maquinaria exocitética
(Rizo y Sudhof, 2002; Verhage vy cols., 2000) que interacciona con sintaxina-1A y otras
proteinas SNARE (sinaptobrevina y SNAP-25) para promover la fusién vesicular y la
liberacion de neurotransmisores (Toonen y Verhage, 2007; Déak y cols., 2009; Han vy
cols., 2010). Esta proteina tiene dos isoformas: muncl8-1a (expresién neuronal) y
munc18-1b (expresion ubicua), que se diferencian en los 24 aminodcidos del dominio

N-terminal (Hata y Stidhof, 1995; Swanson y cols., 1998).

En esta Tesis, tras caracterizar la distribucion de las dos isoformas de munc18-1
en corteza prefrontal y tras observar que el intervalo postmortem no afectaba a su
expresion, se procedié a su evaluacidon en condiciones patolégicas. En estas dos
isoformas no se observaron diferencias entre los grupos control, individuos con

esquizofrenia e individuos que habian cometido suicidio.

Sin embargo, en el caso de muncl8-la, al dividir los individuos con
esquizofrenia en base al tratamiento, se observé una disminucion estadisticamente
significativa en el grupo de individuos diagnosticados de esquizofrenia tratados con
farmacos antipsicdticos tanto frente a individuos control como frente a individuos con

esquizofrenia libres de tratamiento. Por otro lado, la disminucién frente a los
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individuos control sdlo se observd en individuos tratados en el caso de la isoforma

muncl8-1b.

En un estudio previo basado en técnicas protedmicas se observé una regulacién
al alza de la proteina munc18-1 (2,5 veces, sin validar por western blot) en el tdlamo de
individuos con esquizofrenia tratados con antipsicéticos frente a individuos control
(Martins-de Souza y cols., 2010). Este hallazgo también se habia observado
previamente en otro trabajo de protedmica validado por western blot en el que la
expresion proteica de muncl8-1 aumenté en un 18-24% en corteza prefrontal de
individuos con esquizofrenia con presencia de clorpromazina en plasma en el
momento del fallecimiento (Behan y cols., 2009). En este ultimo estudio, el anticuerpo
utilizado (anticuerpo policlonal anti-STXBP1; Synaptic Systems GmbH, Alemania)
parecia indicar que la isoforma cuantificada era la munc18-1b (Inmunogen Synaptic
Systems: péptido DTLKKLNKTDEEISS, residuos 580-594). Estos datos contrastaban con
la conclusién a la que llegaron Castillo y colaboradores en 2010, quienes observaron
una marcada reduccién de muncl8-1 de aproximadamente del 50 % en corteza
cerebral de individuos con esquizofrenia. Por lo tanto, actualmente, no existe una
concordancia entre los diferentes estudios llevados a cabo sobre el estado basal del
contenido de muncl8-1 (muncl8-1la y/o muncl8-1b) y el efecto antipsicético en

corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia.

En lo que a la proteina sintaxina-1A se refiere, se observd un incremento
estadisticamente significativo de su contenido en individuos con esquizofrenia
comparandolos frente a sus controles emparejados. Este hallazgo no estaba
relacionado con el efecto antipsicético, ya que este aumento se observd en los
subgrupos de individuos con esquizofrenia tratados con antipsicéticos en el momento
del fallecimiento y en el grupo de individuos con esquizofrenia libres de este tipo de

tratamiento.

La proteina sintaxina-1A también posee un papel central en el proceso de
exocitosis, principalmente debido a su interaccion con munc18-1 (Geber y cols., 2008;
Han y cols., 2010; Hu y cols., 2011). De manera interesante, también se ha ligado

genéticamente esta proteina con la esquizofrenia (Wong y cols., 2004), y animales que
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carecen de la proteina sintaxina-1A muestran comportamientos anormales
relacionados con la enfermedad como pueden ser alteraciones en la interaccion social,
el reconocimiento de objetos y la prueba de inhibicién de latencia (Fujiwara y cols.,

2010).

De manera complementaria, el grupo de Castillo y colaboradores (2010)
observd una reduccién en la cantidad de sintaxina fosforilada en su serina 14 (p-Ser14-
sintaxina) en individuos con esquizofrenia que se podia asociar a una disminucién en la
formacion del complejo SNARE. En dicho estudio, se observd un incremento en el
contenido de sintaxina-1A total en corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia.
De manera similar, otros estudios postmortem observaron incrementos en la
expresidon génica y/o proteica de sintaxina en regiones corticales de individuos con
esquizofrenia (Gabriel y cols., 1997; Honer y cols., 1997, 2002; Sokolov y cols., 2000).
Por otro lado, en otros estudios no se observaron cambios en dos isoformas de
sintaxina (1A y 1B) (33/35 kDa) en individuos con esquizofrenia bajo tratamiento

antipsicdtico (Scarr y cols., 2006).
5.1.2. Evaluacidn de la relacion entre la expresion de munc18-1 y sintaxina-1A

En multitud de ocasiones se ha relacionado la proteina muncl8-1 con la
sintaxina. Munc18-1 interacciona con sintaxina-1A en su conformacién cerrada, pero la
liberacion de neurotransmisores solo se puede llevar a cabo mientras sintaxina-1A esté
en su conformacién abierta e interaccione con sinaptobrevina y SNAP-25. Es por ello
qgue se decidié describir y evaluar la relacién entre la expresidon de las isoformas
muncl8-1a y muncl8-1b y sintaxina-1A en la esquizofrenia realizando correlaciones

entre el contenido de ambas proteinas.

En el grupo de individuos control, sintaxina-1A y muncl8-1a presentaron una
correlacién positiva. Por el contrario, en el caso de los individuos con esquizofrenia no
tratados con antipsicoticos esa correlacién fue negativa, indicando que se habia
perdido el balance entre ambas proteinas. Al analizar la interaccion de estas dos
proteinas en el grupo de los individuos con esquizofrenia tratados con farmacos
psicoactivos, la correlacién seguia siendo negativa pero la relacién no era tan acusada

como en el caso anterior, sugiriendo que el efecto del tratamiento podria estar
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representando un mecanismo compensatorio para contrarrestar los déficits a nivel

sinaptico postulados en esquizofrenia (Behan y cols., 2009; Castillo y cols., 2010).
5.1.3. Evaluacion proteica del resto de proteinas presinapticas

Con respecto al resto de proteinas presinapticas analizadas, no se observaron
cambios al comparar los individuos con esquizofrenia con sus respectivos controles.
Estas similitudes de contenido proteico se mantuvieron al dividir los individuos con
esquizofrenia entre no tratados y tratados con farmacos antipsicéticos. Sin embargo,
en el caso de sinaptobrevina los individuos tratados mostraron diferencias
estadisticamente significativas al compararlos con los que no habian recibido

tratamiento antipsicético.

En el presente trabajo no se observaron diferencias en la densidad de estas
proteinas en al drea 9 de Brodmann, resultados que concuerdan con los de otros
grupos (Scarr y cols., 2006; Gray y cols., 2010). Ademas, el grupo de Gray y cols. (2010)
tampoco observé cambios en otras dreas como BA10, BA46 y BA40 salvo en el caso de
los niveles de SNAP-25 que estaban incrementados en individuos con esquizofrenia
tratados con antipsicéticos. Recientemente, la proteina SNAP-25 ha adquirido interés
ya que se ha relacionado con los receptores glutamatérgicos NMDA, tan involucrados
en la patologia esquizofrénica (Cheng y cols., 2013). Los hallazgos encontrados en este
trabajo a nivel de la proteina SNAP-25 no aclaran las discrepancias que se observan
entre los diferentes estudios realizados por otros grupos pero podrian sugerir que los
cambios en los niveles de SNAP-25 son especificos de algunas regiones, ya que en
cerebelo se encontraron niveles disminuidos (Mukaetova-Ladinska y cols., 2002) y que
la alteracion de los niveles de SNAP-25 podria estar solamente presente en subgrupos

de individuos con esquizofrenia (Gray y cols., 2010).

En el caso de la sinaptofisina no se obtuvieron cambios significativos en la
poblacién de individuos con esquizofrenia, independientemente de la ausencia o
presencia de antipsicoticos en plasma en el momento del fallecimiento. Existen
estudios discrepantes, por un lado, el contenido de sinaptofisina se vio disminuido en
regiones corticales y no corticales de individuos con esquizofrenia (Davidsson y cols.,

1999; Eastwood vy cols., 2000). Por otro lado, también existen estudios en las que no se
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han observado alteraciones en las muestras corticales de individuos con esquizofrenia
(sin tener en cuenta el tratamiento antipsicético) apoyando los resultados mostrados

en esta Tesis (Eastwood y cols., 2000; Scarr y cols., 2006).

Estos hallazgos aislados en el contenido de algunas proteinas presindpticas
analizadas no rechazan la hipdtesis que postula que los cambios a nivel sindptico son
criticos en la esquizofrenia. Sin embargo, los datos de este y otros estudios sugieren
gue estos cambios son complejos y que se necesita investigar de manera mas profunda
para intentar aclarar los mecanismos que podrian estar involucrados en la patologia de

la esquizofrenia.
5.1.4. Evaluacion del complejo SNARE

Antes de cuantificar la expresidon proteica del complejo SNARE, y como en el
caso de muncl8-1, se evaludé la distribucién subcelular y el efecto que tenia la
degradacion postmortem. Las distintas conformaciones (75 y 100 kDa) del complejo
SNARE eran visibles en todas las fracciones subcelulares pero, como era de esperar, su

expresion fue mayor en la fraccion enriquecida en membranas (F2).

Las diferentes formas del complejo SNARE se pudieron identificar con los
anticuerpos especificos de sintaxina-1A, sinaptobrevina y SNAP-25 como bandas
inmunoreactivas de aproximadamente 75y 110 kDa en corteza cerebral de rata y en el
area 9 de Brodmann en corteza prefrontal humana. De manera notable, estas formas
fueron altamente resistentes a la degradacion postmortem (mds de 102 horas), lo cual

revela una alta estabilidad.

Se eligid la forma de aproximadamente 75 kDa para la cuantificacion en el
grupo de los individuos con esquizofrenia porque era facilmente identificable con los
anticuerpos de las tres proteinas SNARE (la forma de aproximadamente 110 kDa no se
detectd con el anticuerpo anti-sinaptobrevina) y también porque era la mas
aproximada al peso esperado (~72 kDa) del heterotrimero (sinaptobrevina: 13 kDa,
sintaxina-1A: 34 kDa y SNAP-25: 25 kDa). Sin embargo, pueden ser necesarios varios
complejos SNARE para una fusién de vesiculas en las sinapsis (Mohrmann y cols.,

2010). Dado que el complejo estd formado por cuatro motivos SNARE (dos que aporta
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la proteina SNAP-25 y otros dos que aportan sinaptobrevina y sintaxina) (Rizo y
Sidhof, 2002), se escogio el anticuerpo contra SNAP-25 para la cuantificacion del
complejo SNARE. Ademas, el anticuerpo anti-SNAP-25 fue el que mejor reveld la
presencia enriquecida del complejo SNARE de ~75 kDa en la fracciéon de membrana, la

localizacion subcelular esperada.

Se observd una disminucién estadisticamente significativa en los individuos con
esquizofrenia frente a sus controles emparejados. De hecho, al separar esta poblacién
entre individuos tratados y no tratados con antipsicoticos, se podia asociar esta
disminucion con el tratamiento antipsicotico, ya que los individuos con esquizofrenia
con presencia de farmacos antipsicéticos en plasma en el momento el fallecimiento

mostraron niveles de complejo SNARE mds bajos.

Los complejos SNARE, cuya formaciéon esta principalmente regulada por la
proteina muncl8-1, juegan un papel en el anclaje de las vesiculas sindpticas en los
terminales presinapticos y consecuentemente en el proceso de neuroexocitosis (Déak

y cols., 2009; Rizo y Stidhof, 2002; Toonen y Verhage, 2007).

En el contexto de las enfermedades mentales, un estudio postmortem previo
concluyé que los complejos SNARE se incrementaban significativamente en corteza
prefrontal de individuos con esquizofrenia y con depresidon que cometieron suicidio
(Honer y cols., 2002). Por el contrario, la forma de ~110 kDa se vio reducida (35%) en
la corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia con bajo contenido de p-Ser14-
sintaxina-1 aunque hay que tener en cuenta que solamente se analizaron cuatro casos

(Castillo y cols., 2010).

Los resultados observados en este trabajo se contradicen con estudios previos
sobre el complejo SNARE que seiialan incrementos (Honer y cols., 2002) pero
concuerdan con los que han observado disminuciones (Castillo y cols., 2010) de las
diferentes formas de los complejos (110-150 kDa) en corteza prefrontal de individuos

con esquizofrenia.
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5.1.5. Otras poblaciones

Como se ha comentado, se afiadié al estudio una poblacion de individuos sin
diagndstico de esquizofrenia que habian cometido suicidio con el fin de descartar que
los cambios observados se debieran a este factor, ya que la mayoria de los individuos
con esquizofrenia habian fallecido de esta manera. En ninguna de las cuantificaciones
se apreciaron cambios estadisticamente significativos entre este grupo y sus controles

emparejados.

Ademas, y tras observar los cambios obtenidos en esquizofrenia, se decidid
utilizar una poblacién de individuos diagnosticados de depresion mayor y sus
respectivos controles emparejados por sexo, género e intervalo postmortem. Estas
muestras se utilizaron con el objetivo de descartar que los cambios que se habian
apreciado fuesen comunes a otros trastornos psiquiatricos. De hecho, se pudo concluir
que las diferencias eran especificas de individuos con esquizofrenia porque no se
obtuvieron cambios al comparar individuos con depresidn mayor y sus respectivos

controles, independientemente del tratamiento antidepresivo.
5.1.6. Consideraciones generales

Las discrepancias entre los estudios con cerebros postmortem en la regulacion
de la maquinaria exocitdtica en esquizofrenia (Honer y cols., 2002; Behan y cols., 2009;
Castillo y cols, 2010) pueden estar relacionadas con la heterogeneidad entre individuos
control e individuos con patologia (raza, género y edad), la existencia de diferentes
subtipos de diagndstico, las diferentes dreas cerebrales analizadas, los diferentes
enfoques utilizados incluyendo la gran variedad de anticuerpos, el nimero de
muestras experimentales analizadas, y la exposicidn previa de cada individuo a los

farmacos antipsicéticos.

En el presente trabajo, la comparacién entre los individuos con esquizofrenia
libres de tratamiento y tratados con fdrmacos antipsicoticos proporciond una
evidencia de que la larga exposicidn a estos farmacos esta asociada con una regulaciéon
a la baja de muncl8-1a, sinaptobrevina y posiblemente de sintaxina-1A, y

consecuentemente con una disminucién de la forma de ~75 kDa del complejo SNARE

168



Eva Munarriz-Cuezva Discusion

en la corteza prefrontal (BA9), que podria resultar en una

desestabilizacién/discapacidad para la liberacion de neurotransmisores.

En conclusidn, el presente trabajo demuestra que existen alteraciones en los
componentes de la maquinaria exocitética que estan implicadas en la patogénesis de
la esquizofrenia. Un desbalance en la interaccién entre las proteinas SNARE
(especialmente sintaxina-1A) y munc18-1a podria ser la base de las disfunciones en las
vias dopaminérgicas y glutamatérgicas a nivel cortical que se han hipotetizado en la

enfermedad.

El concepto de una hipofuncidon dopaminérgica cortical en esquizofrenia surgié
a raiz de deficiencias en la memoria de trabajo de individuos enfermos, ya que este
tipo de memoria depende de una neurotransmision de dopamina éptima en la corteza
prefrontal (Weinberger y cols., 1992; Green, 1996). Adema3s, en estudios postmortem
se ha descrito una disminucion en los niveles de expresidn de la tirosina hidroxilasa,
proteina de la via de sintesis de la dopamina (Akil y cols., 2000). Por otro lado, los
estudios de imagen, como es la tomografia de emisién de positrones (PET), han
investigado las alteraciones en la disponibilidad del receptor D1 en las regiones
corticales (Abi-Dragham vy cols., 2012) y recientemente, se ha observado una
deficiencia en la liberacion de dopamina inducida por anfetamina en pacientes con

esquizofrenia (Slifstein y cols., 2015).

Por otro lado, las disfunciones observadas en la neurotransmision
glutamatérgica han dado lugar a la hipdtesis glutamatérgica de la esquizofrenia que se
basa en que los antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA inducen los
sintomas positivos, negativos y cognitivos de la esquizofrenia. Recientemente, se ha
publicado una revisiéon sobre estudios con muestras de cerebro postmortem que
concluye que existen alteraciones morfolégicas en las dendritas de las neuronas
glutamatérgicas de individuos con esquizofrenia. Ademas, se postula que existen
cambios en los niveles de componentes del ciclo metabdlico del glutamato (Hu y cols.,

2015).

Los datos de estudios de imagen y de animales sugieren que los cambios en la

funcion de dopamina pueden estar asociados a una transmision reducida a través del
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receptor NMDA. De hecho las interacciones entre glutamato y dopamina pueden ser
importantes en esquizofrenia, dado que las alteraciones en un sistema repercuten en

el otro (Laruelle, 2014).

Los resultados con cerebro humano postmortem presentados en esta Tesis han
dado lugar a un articulo publicado en la revista International Journal of
Neuropsychopharmacology contribuyendo en gran medida a esclarecer los niveles de
expresion de las proteinas presinapticas tras el tratamiento con antipsicoticos (Gil-Pisa

y cols., 2012).

5.2. CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DEL MODELO ANIMAL
MUNC18-OE

Los modelos animales intentan modelar las caracteristicas de una enfermedad
y sirven como herramienta para el estudio de sus bases bioldgicas. Ademas, son
determinantes para conocer los mecanismos del organismo, la accion de los farmacos,

el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y el avance hacia los ensayos clinicos.

5.2.1. Evaluacion de la expresidon génica y proteica de muncl8-1la y

munc18-1a/b

Tras realizar la transgénesis aditiva para crear el modelo animal Munc18-OE, se
realizd una caracterizacidn para asegurar que el proceso habia sido exitoso, y que el
animal no sélo habia insertado el transgén en su genoma, sino que también era capaz

de sobreexpresar el ARNm y la proteina correspondiente.

Para ello, en primer lugar se realizaron estudios de gRT-PCR con la ayuda de
sondas especificas, confirmando asi la sobreexpresion de la isoforma munc18-1a. Esta
sobreexpresiéon también se confirmd por la técnica de hibridacion in-situ (datos

mostrados en Uriglien y cols., 2013).

Mediante diferentes técnicas para la visualizaciéon de proteinas, como son el
western blot y la inmunohistoquimica, se comprobd que el modelo animal Munc18-OE

sobreexpresaba la proteina munc18-1. Gracias a la ayuda de diferentes anticuerpos se
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consiguid distinguir entre la isoforma munc18-1a y munc18-1b, corroborando que la
isoforma a estaba aumentada en estos animales y confirmando una vez mas que la

fabricacion del modelo habia sido exitosa (Uriglien y cols., 2013).

Sin embargo, no se observd una sobreexpresion similar de la isoforma munc18-
1la en todas las regiones cerebrales analizadas. Estos resultados se pueden atribuir al
disefio del animal, ya que el transgén estaba junto al promotor de EAAT3 (Excitatory
Amino Acid Transporter 3), que es un transportador de glutamato presente en
neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas (Holmseth y cols., 2012). Por lo tanto, cabria
esperar que a mas poblacidon de este tipo de neuronas, mds sobreexpresién de
muncl8-1a se observe en esa area cerebral. En este trabajo, la region cerebral en la
gue mas inmunoreactividad de muncl8-1a se observd fue el cerebelo, donde el
transportador EAAT3 esta ampliamente localizado en las células de Purkinje junto con
el EAAT4 (Furuta y cols., 1997). También se aprecio sobreexpresion en dreas como la
corteza, region en la que la mayoria de neuronas son piramidales (glutamatérgicas) y el
hipocampo (Holmseth y cols., 2012). Sin embargo, en el cuerpo estriado no se
obtuvieron diferencias significativas en la inmunoreactividad de munc18-1a, debido a
gue es un area con expresion mayoritariamente de interneuronas GABAérgicas y
colinérgicas y que la densidad de neuronas glutamatérgicas es menor que en la corteza

prefrontal (Flérez, 2008).

Hasta la fecha, no se han podido crear animales que carezcan de muncl18-1, ya
gue un ratdén que no contenga esta proteina no es viable, lo que supone que esta
proteina es esencial para la supervivencia, muriendo los animales knock-out a los
pocos dias de nacer (Verhage y cols., 2000). Voets y colaboradores (2001) al no poder
disponer de animales viables, utilizaron células cromafin de embriones de 18 dias
carentes de muncl8-1 y observaron que en las células carentes de la proteina el
numero de vesiculas que podian ser estimuladas para la liberacion y el nimero de
vesiculas morfoldgicamente ancladas era menor (Voets y cols., 2001). Por su parte, en
los ratones heterocigotos (munc18—1+/'), gue mostraron una reduccién del 50% en la
expresion proteica, al analizar la cantidad de otras proteinas presinapticas no se

obtuvieron cambios estadisticamente significativos (Toonen y cols., 2006). Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo, confirmando que la
expresion proteica de muncl8-1 no interfiere en los niveles de las demas proteinas

presinapticas.

En el trabajo de Toonen y colaboradores se observd que la sobreexpresion de
muncl8-1 en cultivos celulares no afectaba la morfologia neuronal ni en neuronas
glutamatérgicas ni en neuronas GABAérgicas (Toonen y cols., 2006). Ademas,
utilizaron animales que sobreexpresaban munc18-1 (Munc18°f) en los que se observé
un incremento de la liberacion de acetilcolina con respecto a sus homodlogos salvajes.
El tamafio de la zona activa del botdn sindptico, la densidad presinaptica y el
perimetro de las vesiculas no difirieron entre los distintos genotipos del estudio,
indicando que los niveles de munc18-1 no influye en la morfologia general ni en el
tamafio de la sinapsis, pero si lo hizo el niumero de vesiculas aumentando los niveles
de la proteina. Estos autores concluyeron que la eficacia de la transmision sinaptica,

tanto de sinapsis excitatorias como inhibitorias, dependia de los niveles de munc18-1

Pofsien vy cols.,

Hasta la fecha se han propuesto varias funciones atribuibles a munc18-1: 1)
chaperona molecular de sintaxina-1, permitiendo la expresidon apropiada de sintaxina-
1 en la membrana plasmatica (Rowe y cols., 1999, 2001; Medine y cols., 2007;
Arunachalam y cols., 2008; McEwen y Kaplan, 2008; Malintan y cols., 2009); 2) el
anclaje de vesicula mediada por la formacién del complejo SNARE (Shen y cols., 2007,
2010; Rodkey y cols., 2008; Tareste y cols., 2008; Siidhof y Rothman, 2009) y 3) el
acoplamiento de las vesiculas a la membrana plasmatica (Shen y cols., 2007, 2010;
Rodkey y cols., 2008; Tareste y cols., 2008; Stidhof y Rothman, 2009). Sin embargo, aun

quedan muchas dudas que disipar sobre las funciones de esta proteina.

5.2.1.1. Cuantificacidon de la expresion proteica de munc18-1a y munc18-1b

tras la administracion aguda del antipsicético clozapina

En la actualidad, la esquizofrenia se trata con farmacos antipsicoticos, tanto

tipicos como atipicos. Dentro del grupo de los atipicos el mas representativo es la
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clozapina. Este farmaco se une a varios receptores de neurotransmisores,
principalmente a receptores serotonérgicos 5-HT, y receptores dopaminérgicos de la
familia D, (Richelson y cols., 2000). En ambos casos actiia como antagonista y bloquea
preferentemente el receptor dopaminérgico Dy, interfiriendo en menor medida en la
union de la dopamina en D;, D,, D3 y Ds. Ademas, la clozapina posee acciones
antihistaminicas (produce sedacién), anticolinérgica muscarinica (en cierto grado
antiparkinsoniana), bloqueante a; (efectos cardiovasculares) y o, adrenérgica

(facilitadora de la liberacion de dopamina en el estriado).

La clozapina ser considera, aun hoy, el farmaco mas eficaz entre los
antipsicoticos, pero también uno de los que mayores efectos secundarios presenta
(ganancia de peso, somnolencia, sialorrea). Algunos de los efectos indeseables son
ademas potencialmente graves (crisis comiciales dosis-dependientes, agranulocitosis),

lo que obliga al clinico a una monitorizacién del paciente (Ruiz-Doblado y cols., 2010).

Tras el tratamiento agudo con 1 mg/kg i.p de clozapina se observd una
disminucion de la expresion del ARNm correspondiente a la isoforma muncl8-1a en
los animales Munc18-OE comparado con los animales que habian sido tratados con
suero salino. En el caso de los animales control, también se observé una disminucion

en el contenido de esta proteina pero no llegé a ser estadisticamente significativa.

En otro estudio y tras tratamiento agudo con clozapina, no se han observado
cambios significativos en la expresién de munc18-1 mediante microarray. Sin embargo,
la expresidon a nivel de ARNm de Secl/muncl8-1 se vio disminuida en un 20% tras
tratamiento crénico con clozapina en corteza prefrontal de rata, pero aumentada en
corteza parietal. Estos cambios no se observaron al utilizar el antipsicético tipico

haloperidol (Kontkanen y cols., 2002).

En lo referente a niveles proteicos, en el modelo animal Munc18-OE una dosis
aguda de clozapina (1 mg/kg) ha sido capaz de normalizar los niveles proteicos de
munc18-1a hasta los niveles control. Esta regulacion a la baja también se ha observado
en las muestras de cerebro postmortem de individuos con esquizofrenia que
presentaban niveles de farmacos antipsicoticos en plasma en el momento del
fallecimiento utilizados en la primera parte de este estudio. Ademas, comparando la
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expresion de la isoforma muncl8-1b, al igual que sucede en las muestras humanas
incluidas en este trabajo, no se observaron diferencias significativas entre individuos
control, individuos con esquizofrenia tratados y no tratados con farmacos

antipsicdticos.

En pacientes, la velocidad de aparicidn de los efectos de la clozapina es variable
segun el tipo de sintomas. En general, el uso de antipsicdticos de manera aguda
revierte puntualmente la sintomatologia psicdtica. Son varias las publicaciones que
existen sobre la administracion aguda de clozapina y el cambio a nivel génico, proteico
y funcional. Al administrar una unica dosis de clozapina, se encontré un aumento
significativo en la expresion proteica de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AAAD: Aromatic Amino Acid Decarboxylase) en estriado de ratén, que se mantuvo a lo
largo del tiempo (Neff y cols., 2006). Tras una Unica dosis de clozapina de 20 mg/kg,
también se observaron cambios en la expresion de numerosos factores de
transcripcion de la familia de los receptores nucleares analizados por hibridacién in-

situ (Langlois y cols., 2001).

Estos resultados sobre la regulacion a la baja de munc18-1a tras el tratamiento
antipsicdtico abren un camino hacia una nueva diana molecular, lo que hace esencial la
existencia de modelos animales como el Munc18-OE y abre nuevas puertas a futuros

experimentos.

5.2.2. Cuantificacion de las proteinas presinapticas en corteza cerebral
del modelo animal Munc18-OE

La liberacion de neurotransmisores involucra la fusion de vesiculas con la
membrana plasmatica en respuesta a los aumentos de las concentraciones de calcio
intracelular (Voets y cols., 2001). Para que este proceso pueda llevarse a cabo juegan
un papel varias proteinas presinapticas. La expresidon de varias de ellas se evalud en el

modelo animal Munc18-OE.

Dentro de las proteinas presindpticas participantes en la liberacién de
neurotransmisores se encuentran las proteinas SNARE: sintaxina-1A, SNAP-25 vy
sinaptobrevina. Estas interactian formando un complejo de hélices a llamado

complejo SNARE en el que las proteinas de la membrana plasmatica, sintaxina y SNAP-
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25, se acoplan con sinaptobrevina, que esta anclada en la membrana vesicular, para
gue ambas membranas se puedan fusionar (Smyth y cols., 2010). Este proceso estd
regulado por multitud de proteinas localizadas en el botén sinaptico que ayudan a que
se pueda llevar a cabo la liberacion de neurotransmisores, entre ellas se encuentra la
proteina muncl18-1 (Smyth y cols., 2010). Esta proteina interactia con sintaxina-1A
cuando esta en su conformacién cerrada haciendo que el motivo SNARE quede
escondido. De esta manera, se limita la capacidad de sintaxina-1A para interaccionar
con las otras dos proteinas SNARE, impidiendo la formacidon del complejo. Esta
interaccion esta mediada por los dominios -1 y -3a de munc18-1; la cavidad central
formada por estos dos dominios proporciona una hendidura para el enlace con

sintaxina-1 (Hany cols., 2011).

Al interactuar munc18-1 con el complejo SNARE a través de la proteina sintaxina-
1A, se decidié evaluar el estado de las tres proteinas que conforman este complejo en
el modelo animal Munc18-OE. En ninguno de los casos, la inserciéon del transgén
supuso alguna diferencia en el estado basal de estas proteinas analizadas al comparar

los animales Munc18-0OE y sus respectivos controles.

En otro estudio, se utilizaron células cromafines de embriones mutantes carentes
de muncl8-1 (ya que los animales no son viables) para analizar las proteinas
presindpticas mediante western blot. En estas células, los niveles de sintaxina-1A/B
disminuyeron significativamente mientras que los de SNAP-25 y sinaptobrevina no se
vieron alterados. La sintaxina-1A fue capaz de interactuar con las otras dos proteinas
que forman el complejo SNARE en ausencia de munc18-1. Teniendo en cuenta que los
animales carentes de muncl8-1 no liberaban neurotransmisores, estos complejos
SNARE que se formaban no debian de ser funcionales ¢ estar posicionados en una
localizacion errénea (Toonen y cols., 2005). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en gusanos mutantes carentes de unc-18 (proteina homdloga de munc18-1)
en los que también se aprecié un descenso en el nivel de sintaxina-1 (Bryant y James,

2001; Toonen y cols., 2005).

La disminucion de los niveles de sintaxina en neuronas carentes de munc18-1

confirma la interaccién entre ambas proteinas. Existen varias hipotesis sobre la causa
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que lleva a la bajada de expresidn de esta proteina, entre las que se sugiere que
muncl8-1 es una chaperona que se requiere para el plegamiento de sintaxina-1 (Rowe
y cols., 1999; Toonen y cols., 2005). De todas formas, esta afirmacidn no parece
probable porque la sintaxina-1 se pliega y se acopla bien cuando esta formando el
complejo SNARE. La otra alternativa es que los niveles bajos de sintaxina-1 cuando no
hay munc18-1 pueden ser debidos a la falta de liberacion de neurotransmisores
(Verhage y cols., 2000 Toonen y cols. 2005) ya que los niveles de sintaxina-1 pueden

ser influenciados por la actividad neuronal.

Se han transfectado células cromafin bovinas para que sobreexpresen munc18-1
y no se han detectado cambios en los niveles de sintaxina-1, al igual que se ha

observado en el modelo animal Munc18-OE (Voets y cols., 2001).

La fosforilacidn de sintaxina-1A en su serina 14 parece inhibir la interacciéon con
muncl8-1 en células de neuroblastoma que concluye en una marcada reduccion en la
secrecion (Rickman y Duncan, 2010). Recientemente, se ha visto reducida la cantidad
de sintaxina-1 fosforilada en su serina 14 (p-Serl4-sintaxina), pero no la cantidad total
de sintaxina-1 en el area 10 de Brodmann de individuos con esquizofrenia. Esta
reduccion estuvo asociada con una disminucién en la formacion del complejo SNARE

de ~110kDa (Castillo y cols., 2010).

En el caso de la sinaptobrevina, también hay autores que proponen que
interacciona con muncl8-1 posicionando a esta proteina correctamente en el
momento de la fusion de las dos membranas (Xu y cols., 2010). De hecho, la funcion de
muncl8-1 en la fusidn involucra interacciones con las proteinas SNARE, como se ha
comentado anteriormente. Es por ello, que se han propuesto tres tipos de interaccidn
entre estas proteinas: la interaccidn binaria munc18-1 y la conformacion cerrada de
sintaxina-1, la interaccién de munc18-1 con la regién N-terminal de sintaxina abierta
para que pueda darse la formacién del complejo y la interaccion de munc18-1 con la
region C-terminal de sinaptobrevina. Como se ha mencionado con anterioridad, los
embriones carentes de muncl18-1 mantuvieron los niveles de sinaptobrevina similares
a los animales control (Voets y cols., 2001) como se ha observado también en el

presente trabajo.
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Con respecto a la tercera proteina que forma el complejo SNARE, la SNAP-25, en
células PC12 que tenian una expresion reducida de munc18-1 no mostraron cambios
en la expresion de esta proteina (Arunachalam y cols., 2008), por lo que se puede
suponer que los cambios en la expresién de muncl18-1, tanto al alza como a la baja, no

afectan a los niveles de SNAP-25.

Ademads, también se considerd importante cuantificar los niveles de las proteinas
sensores de calcio sinaptotagmina y sinaptofisina en los animales objeto de este
estudio, dada su importancia en el proceso de la exocitosis. En este aspecto, tampoco
hubo cambios al comparar el modelo animal Muncl8-OE con sus respectivos
homodlogos salvajes. Estos resultados estan en la linea del estudio en el que se observéd

que el nivel de munc18-1 no variaba los niveles de sinaptofisina (Toonen y cols., 2006).

La activacion de Cdk5 también regula la interaccidn entre muncl18-1 y sintaxina-
1A y se comporta como un supresor de la liberacién de neurotransmisores ya que
fosforila munc18-1 (Kim y Ryan, 2010). En esta Tesis no se han observado diferencias
entre animales que sobreexpresan muncl8-1a y sus respectivos controles pero en
cerebro humano se ha detectado una disminucion de la proteina Cdk5 en individuos
con esquizofrenia que presentaban niveles de farmacos antipsicéticos en plasma en el

momento del fallecimiento (Ramos-Miguel y cols., 2013).

Los resultados de las proteinas presinapticas analizadas (munc18-1a, munc18-1b,
sintaxina-1A, sinaptobrevina, SNAP-25, sinaptotagmina y sinaptofisina) que se han
obtenido en el presente estudio sobre el modelo animal Munc18-OE son concordantes
a los observados en la primera parte de este trabajo donde no se encontraron cambios

en muestras cerebrales de individuos diagnosticados de esquizofrenia.

5.2.3. Cuantificacidon de las proteinas relacionadas con esquizofrenia en

corteza cerebral del modelo animal Munc18-OE

Aunque los genes que mas se han relacionado con la esquizofrenia en estudios
de asociacion en genoma entero (Genome-wide association studies o GWAS) incluyen
el que codifica el receptor dopaminégico D, (diana de todos los farmacos antipsicoticos

efectivos) y los que codifican los receptores glutamatérgicos (Schizophrenia Working
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Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), también se ha

establecido relacién otros genes codificantes.

5.2.3.1. DISC-1

Disrupted-In-Schizophrenia 1 (DISC-1) es una proteina relacionada con la
susceptibilidad a padecer trastornos psiquiatricos. La asociacién entre el gen DISC-1 y
la esquizofrenia se ha propuesto en varias investigaciones pero dada la complejidad y
la amplia diversidad de las funciones de la proteina aun no se han establecido

interacciones claras (Millar y cols., 2000; Soares y cols., 2011).

En el caso de los animales Munc18-OE no se observaron cambios cuando se
compararon con sus homonimos salvajes, sugiriendo que esta proteina no se vio

afectada por la adiccidn del transgén y la sobreexpresion de munc18-1a.

Aunque las funciones de DISC-1 no estan del todo claras, se sugiere que es una
proteina andamio que interactla con varios tipos de proteinas como factores de
transcripcion, fosfodiesterasas y proteinas implicadas en la organizacién citosquelética
(Millar y cols., 2003; Kamiya y cols., 2008; Yin y cols., 2012). Se han realizado estudios
tanto en cultivos celulares como en Drosophila melanogaster y ratones que sugieren
que esta proteina puede estar relacionada con la migracién, posicionamiento y
diferenciacién de neuronas, asi como con la extension de neuritas (Kamiya y cols.,
2005; Yin y cols., 2012). En células inmaduras, DISC-1 se encuentra en los microtubulos
y en el nucleo, donde interactia con factores de transcripcion de la familia CREB. Por el
contrario, en células maduras esta proteina se localiza en el complejo PSD y el nucleo
(Jaaro-Peled y cols., 2009). Desgraciadamente, la falta de un ratén que carezca de esta

proteina dificulta determinar el papel exacto de DISC-1 in vivo.

Los ratones mutantes con una delecién de 25 pares de bases en el exén 6 del
gen de la DISC-1 exhiben un menor nimero de espinas sinapticas en el giro dentado,
déficits en la plasticidad de las sinapsis y una memoria de trabajo alterada (Kvajo y
cols., 2008). La falta de esta proteina completa en neuronas jévenes en animales
adultos conlleva su mal posicionamiento y una formacién acelerada de espinas

dendriticas y sinapsis (Yin y cols., 2012) y una reduccién en la inmunoreactividad de
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parvalbumina, que es un marcador de un tipo de interneuronas, en la corteza cerebral

(Niwa y cols., 2010).

5.2.3.2. NRG1, receptor ErbB4 y PSD-95

Los genes de la neuroregulina 1 (NRG1) y su receptor, ErbB4, se han
identificado como susceptibles para padecer esquizofrenia en varios estudios

(Stefansson y cols., 2002; Yin y cols., 2012).

En el modelo Munc18-OE no se apreciaron cambios en la expresién proteica ni
de NRG1 ni de su receptor, el ErbB4. Estos resultados sugieren que la manipulacién
genética que han sufrido estos animales no interviene en el estado de dichas

proteinas, aunque ambas estén involucradas en esquizofrenia.

Dada la complejidad de la estructura, el perfil de expresion y las vias de
sefalizacion del producto de este gen, NRG1 parece tener diversas funciones. Dos de
las mas importante son la migracion cortical de las interneuronas GABAérgicas (y por
ello, podria contribuir a la patologia del neurodesarrollo de las interneuronas
observada en esquizofrenia) (Flames y cols., 2004) y la regulacion de la mielinizacién
(Michailov y cols., 2004). Por lo tanto, una expresion reducida de NRG1 puede dar
lugar a hipomielizacidon y una menor velocidad de transmisién (Michailov y cols., 2004).
De hecho, se describié que un desbalance en la expresion de las isoformas de NRG1
podria causar déficits a nivel sindptico que cominmente estan asociados con la
esquizofrenia (Marin y Rico, 2013). Concretamente, el grupo de Yin y colaboradores
(2013) demostro que la expresién al alza de neuregulina 1 causa disfunciones a nivel
sinaptico y déficits comportamentales similares a los observados en esquizofrenia.
Estas alteraciones pueden ser revertidas normalizando los niveles de neuregulina-1,
abriendo nuevas posibilidades para el tratamiento de la esquizofrenia (Yin y cols.,

2013).

La expresion del receptor ErbB4 estd enriquecida en interneuronas
GABAérgicas, que estdn consideradas como los elementos que controlan la
hiperexcitabilidad en el cerebro. Durante el desarrollo, la via NRG1-ErbB4 parece que
juega un papel en la formacién de neuronas excitatorias en dichas interneuronas

(Fazzari y cols., 2010; Marin, 2012), pudiendo contribuir a la patologia del
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neurodesarrollo de las interneuronas observada en esquizofrenia y comentada
anteriormente. Este fendmeno puede ser debido a que la falta del receptor ErbB4
implica déficits en su activacion, en la sintesis de GABA y/ o en la formacion de sinapsis

inhibitorias (del Pino y cols., 2013).

En un estudio llevado a cabo con muestras de cerebro postmortem de
pacientes con esquizofrenia, se aprecié una activacién de ErbB4 inducida por NRG1
incrementada y una activacién del receptor NMDA disminuida comparados con los
individuos control. Es por ello que se sugiere que la cascada NRG1-ErbB4 juega un
papel en los cerebros adultos de pacientes con esquizofrenia (Hahn y cols., 2006). Los
estudios in vitro sugieren que la sefializacion a través de NRG1-ErbB4 puede regular la
migracién neuronal y la expresién génica de los receptores NMDA y GABA (Mei y

Xiong, 2008; Yin y cols., 2012).

Las cascadas de NRG1-ErbB4 y DISC-1 juegan papeles en varios aspectos del
desarrollo pre- y perinatal, asi como en la maduracién cerebral postnatal. A nivel
celular, estas tres proteinas median directamente la transcripcidn génica en el nucleo
(Sardi y cols., 2006; Sawamura y cols., 2008). Las proteinas ErbB4 y DISC-1 estan
localizados en el dominio PDZ de las sinapsis glutamatérgicas (Kirkpatrick y cols., 2006;)
donde existen otros factores susceptibles para la esquizofrenia, como son RGS4,
CAPON vy la éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) (Jaaro-Peled y cols., 2009). Esta
ultima enzima se cuantificé en el modelo animal Muncl18-OE y nos se observaron
cambios estadisticamente significativos al compararlos con sus homdnimos salvajes

(datos mostrados en Uriglien y cols., 2013).

Lamentablemente, un factor técnico que dificulta la interpretacién de las
cascadas NRG1-ErbB4 y DISC-1 es la existencia de una amplia diversidad de variantes
de NRG1 y DISC-1 (Jaaro-Peled y cols., 2009), aunque la comparacién entre los
fenotipos de modelos animales creados a partir de estas proteinas presentan varias
similitudes, como por ejemplo ventriculos lateral mas grandes y una densidad de

espinas dendriticas mas baja en las neuronas piramidales.

Otro enfoque que se ha estudiado es el papel que ejerce NRG1l en los

receptores NMDA. Se sabe que un punto de interaccion es la proteina postsinaptica
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PSD-95, la cual se asocia con ErbB4 y los receptores NMDA en las sinapsis excitatorias.
Concretamente, un estudio de Gu y colaboradores (2005) mostré evidencias de que
NRG1 regulaba las funciones de los receptores NMDA en cerebro adulto. Una
exposicion de NRG1 disminuia la corriente del receptor y la actividad del canal en las
neuronas piramidales, debido al aumento de la internalizacion de receptores. Estos
resultados poseen gran relevancia ya que en esquizofrenia se ha sugerido que existe

una disminucidn de este receptor glutamatérgico.

Por ultimo, en el modelo animal Munc18-OE también se analizaron los niveles
de la proteina PSD-95 que, como se ha comentado anteriormente, directamente no se
ha relacionado con la esquizofrenia pero que interacciona con el receptor de NRG-1
(ErbB4) y con los receptores ionotrépicos de glutamato NMDA. En esta ocasion,
tampoco se obtuvieron cambios estadisticamente significativos al cuantificar las dos
bandas visibles (100 y 75 kDa) que se obtenian al incubar con el anticuerpo contra la

proteina PSD-95 entre animales control y animales transgénicos.

La proteina PSD-95 es un componente del complejo PDZ que estd asociada a
receptores y elementos del citosqueleto en las sinapsis, pero sus funciones siguen
siendo desconocidas. Se ha observado que una sobreexpresién de esta molécula hace
madurar a las sinapsis glutamatérgicas en neuronas hipocampales. La expresion de
PSD-95 intensificd la agrupacion postsinaptica y la actividad de los receptores
glutamatérgicos, ademds de la maduracion del terminal presindptico y el aumento del
numero y del tamano de las espinas dendriticas. Estos resultados demostraron que
PSD-95 fue capaz de organizar el desarrollo sindptico y cabe la posibilidad de que

participe en la estabilidad y la plasticidad sinaptica (EI-Din El-Husseini, 2000).

Las alteraciones en los receptores glutamatérgicos NMDA se han implicado en
los trastornos psiquidtricos como la esquizofrenia (hipdtesis glutamatérgica de la
esquizofrenia). El bloqueo de estos canales en individuos sanos producen
comportamientos similares a los sintomas y los déficits cognitivos de la esquizofrenia 'y
este antagonismo de estos receptores exacerba los sintomas en individuos con

esquizofrenia (Gilmour y cols., 2012). Al administrar antagonistas de los receptores
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NMDA a animales se producen cambios en la trasmision dopaminérgica similar a la

descrita en pacientes con esquizofrenia (Jentsch y Roth, 1999).

Los receptores NMDA estan involucrados en procesos de aprendizaje vy
memoria y, recientemente, se han relacionado con plasticidad y excitabilidad neuronal
y alteraciones sinapticas (Yamamoto y cols., 2015). Es por ello que se decidié evaluar la
expresion proteica de las subunidades que conforman los receptores glutamatérgicos
NMDA (NR1 y NR2) en el modelo animal Muncl8-OE. Mientras que los ratones
transgénicos no presentaron alteraciones en dichas subunidades comparadas con los
ratones control, se observé una regulacién al alza en la evaluacion de las formas
fosforiladas de estas subunidades (datos mostrados en Uriglien y cols., 2013). Estos
resultados concuerdan con estudios en los que se han observado niveles aumentados
de dichas subunidades en corteza de pacientes que sufrian esquizofrenia (Dracheva y

cols., 2001).

5.2.3.3. Cuantificacion de la expresion proteica de las proteinas relacionadas

con esquizofrenia tras la administracion aguda del antipsicético clozapina
5.2.3.3.1. DISC-1

El tratamiento agudo con clozapina (1 mg/kg) en los animales Munc18-OE no
alteré de manera significativa los niveles proteicos de Disrupted In SChizophrenia-1

(DISC-1) al compararlos con los de sus homdénimos salvajes.

De manera diferente, en el estudio de Chiba y colaboradores del ano 2006, la
expresion de DISC-1 en la corteza prefrontal e hipocampo de ratén se incrementé por
los farmacos antipsicoticos atipicos. En dicho trabajo, se utilizaron antipsicdticos
tipicos (haloperidol) y atipicos (olanzapina, risperidona y clozapina) durante un
tratamiento cronico de 21 dias. Concretamente, se analizé la expresion del ARNm en
corteza y se observé un aumento en los niveles de DISC-1 en animales tratados con los
antipsicoticos atipicos olanzapina y risperidona. El tratamiento con clozapina tendia a
incrementar los niveles de DISC-1, pero sin llegar a ser significativo. Este mismo

experimento se realizé también en hipocampo donde se observé que olanzapina era
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capaz de aumentar los niveles de ARNm de DISC-1. Estos hallazgos sugieren que los
niveles de expresion de ARNm de DISC-1 estan incrementados por la administracion
crénica de algunos fdrmacos antipsicdéticos en la corteza y el hipocampo de ratén y que
esta proteina podria estar modulada por el tratamiento antipsicético. Las
incongruencias observadas en los diferentes estudios pueden ser debidas a que en el
presente trabajo se ha utilizado una administracién aguda de clozapina mientras que el

grupo de Chiba y colaboradores administré esta sustancia de manera croénica.
5.2.3.3.2. NRG1, receptor ErbB4 y PSD-95

Como se ha comentado anteriormente, la proteina NRG1 posee multitud de
isoformas pero en este trabajo solamente se cuantificaron dos bandas mediante la
técnica de western blot. En la cuantificacion de ambas bandas, de aproximadamente
80y 65 kDa, no se observaron cambios estadisticamente significativos. En el caso de su
receptor ErbB4 tampoco se apreciaron diferencias entre animales Munc18-OE y sus

controles.

Varios estudios han concluido que los animales carentes del receptor ErbB4 se
comportan de manera alterada, mostrando hiperactividad en el campo abierto, el
laberinto en Y, asi como déficits en la inhibicidn prepulso o PPI (Barros y cols., 2009) y
en la interaccién social (Kato y cols., 2011). Estas diferencias en el comportamiento
pueden ser normalizadas por el tratamiento antipsicdtico (Stefansson y cols., 2002).
Ademas, la clozapina es capaz de revertir otras anormalidades en animales que
carecen de receptor ErbB4, incluyendo una disminucidn en la ansiedad y actividades
agresivas (Barros y cols., 2009). En el caso del modelo animal Munc18-OE, y como ya
se ha comentado, se ha observado también un comportamiento hiperactivo en el
laberinto elevado en cruz y alteraciones en la prueba de PPl que se revertian tras la
administracién aguda de clozapina 1,5 mg/kg i.p. (datos mostrados en Uriglien y cols.,

2013).

En vista de la relacién entre la sefializacién NRG-1 y ErbB4, el tratamiento
antipsicotico y la esquizofrenia, se han realizado estudios para aclarar si los
antipsicdticos atipicos son capaces de regular dicha sefalizacion y si esta regulacién

contribuye a controlar los sintomas de la enfermedad (Pan y cols., 2011). En un estudio
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in vivo, un tratamiento de cuatro semanas con haloperidol incrementé la expresién de
NRG1 y ErbB4, mientras que la clozapina redujo la expresion de las isoformas de
neuregulina-1 en corteza de ratas (Wang y cols., 2008) pero no aumentd su expresion

en hipocampo.

A pesar de que existen multitud de estudios, los mecanismos por los que los
farmacos antipsicoticos pueden afectar a esta via son aun desconocidos (Pan y cols.,
2011). Junto a la duracién del tratamiento, se consideran otros factores para explicar
las incongruencias entre estudios, ya que todos no han utilizado el mismo tipo de
tejido ni los mismos farmacos. Debido a que estos ultimos poseen diferentes
caracteristicas farmacoldgicas podrian estar interviniendo de distinta manera en la

sefializacion NRG1-ErbB4 (Dengy cols., 2013).

No existen evidencias de que los farmacos antipsicéticos se unan directamente
a los receptores ErbB4 ya que estd claro que esta clase de farmacos poseen alta
afinidad por receptores acoplados a proteinas G como los dopaminérgicos o los
serotonérgicos (Kapur y Mamo, 2003). Es por ello, que se deben enfocar las futuras
investigaciones en aclarar los mecanismos que pueden influir en la regulaciéon tanto de
la sefalizacién NRG-1-ErbB4 como de otros sistemas de neurotransmision y otros

genes candidatos.

En el caso de la proteina de andamiaje PSD-95, no se encontraron diferencias
significativas entre los cuatro grupos de experimentacion (animales control tratados
con suero salino, animales control tratados con clozapina 1 mg/kg, animales Munc18-
OE tratados con suero salino y animales Munc18-OE tratados con clozapina 1 mg/kg).
Es decir, que ni el genotipo ni el tratamiento fueron capaces de cambiar los niveles de

dicha proteina.

Existen estudios que demuestran que los receptores 5-HT,a y 5-HT,¢, que son
esenciales para la accidén de los farmacos antipsicéticos atipicos y los alucindgenos de
tipo LSD (Gonzélez-Maeso y cols., 2007), pueden interactuar con la proteina PSD-95,
esencial en la regulacion de la sefializacion glutamatérgica mediada por los receptores
ionotropicos (Nicoll y cols., 2006). Estos datos in vitro sugieren que PSD-95 podria

tener un papel en la regulacion de dichos receptores in vivo sujetandolos a la
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membrana plasmatica y regulando su trafico y funcién. De hecho, la delecién de la
proteina PSD-95 alterd la sefializacion y expresion de estos dos receptores
serotonérgicos, sugiriendo que la interaccion es esencial para el correcto
funcionamiento de los receptores 5-HT,a y 5-HT,¢, incluyendo su capacidad de mediar

las acciones de alucindgenos y farmacos antipsicéticos (Abbas y cols., 2009).

En vista de estos hallazgos seria interesante indagar el estado del sistema

serotonérgico en el modelo animal Munc18-OE.

5.2.4. Cuantificacion de los receptores cannabinoides en corteza del

modelo animal Munc18-OE

El consumo de cannabis, particularmente durante la adolescencia, se ha
asociado a un incremento en la severidad de los sintomas de la esquizofrenia, un
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad y una edad mas temprana de aparicién
(Galvez-Buccollini y cols., 2012). Estas asociaciones se atribuyen a alteraciones que se
han observado en la sefializacidn a través del sistema endocannabinoide en la corteza
prefrontal, como por ejemplo alteraciones en la expresién del receptor CB1 en
esquizofrenia (Eggan y cols., 2008).

Los receptores cannabinoides CB1 se expresan en regiones cerebrales que se
han visto alteradas en esquizofrenia, como el hipocampo o los ganglios basales. Los
estudios con muestras postmortem han demostrado un incremento en la densidad del
receptor CB1, particularmente en la corteza prefrontal dorsolateral de individuos con

esquizofrenia (Dean y cols., 2001).

Gracias a los animales knock-out, se sabe que la ausencia del receptor CB1
incrementa la actividad motora, mientras que los animales que carecen de este
receptor presentan déficits en el paradigma de la inhibicién prepulso de la respuesta
de sobresalto (Marongiu y cols., 2012). Por su parte, los ratones knock-out del receptor
CB2 exhibieron una menor actividad locomotora espontanea y una sensibilidad a la
cocaina incrementada en la prueba del campo abierto. Ademas, estos animales

presentaron una respuesta disminuida en el PPI, que es una alteracion observada en
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individuos con esquizofrenia (Braff y cols., 2001). De manera interesante, esta

alteracidn se vio revertida tras el tratamiento crénico con el antipsicético risperidona.

Debido a que el consumo de cannabis parece estar asociado, en ocasiones, a la
aparicion de cuadros psicoticos y a que los receptores cannabinoides se han visto
alterados en esquizofrenia, se decidié cuantificar los niveles de los receptores
cannabinoides CB1 y CB2 en los animales Munc18-OE. Los animales transgénicos no

presentaron alteraciones en la evaluacidn de la expresidn proteica de estos receptores.

5.2.5. Cuantificacion de las proteinas de las vias apoptdticas en corteza

del modelo animal Munc18-OE

La apoptosis es un mecanismo importante para la remodelacién de tejidos
durante el desarrollo y la vida adulta. La via extrinseca de la apoptosis involucra
interacciones mediadas por receptores de muerte, miembros de la familia de
receptores de factor de necrosis tumoral (TNF). En esta familia se encuentra el
receptor Fas que cuando su ligando (Fas L) se une puede desencadenar varios procesos
celulares no apoptoticos, incluyendo la proliferaciéon y la supervivencia (Peter y cols.,
2007; Choi y cols., 2009). Aunque las interacciones Fas- FasL pueden inducir apoptosis
en algunos tipos celulares, también son capaces de proteger a las células y regular la

regeneracion tisular (Choi y cols., 2009).

El receptor Fas interacciona con FADD en la via extrinseca de la apoptosis
(Chinnaiyan y cols., 1995). Esta proteina es multifuncional y puede inducir tanto
acciones apoptdticas como no-apoptoticas. El complejo Fas/FADD media las sefiales no
apoptoticas en el sistema nervioso central, que pueden influir en la plasticidad

sindptica (Ramos-Miguel y cols., 2010).

La neuropatologia de la esquizofrenia parece estar caracterizada por déficits
sindpticos y pérdida de neuritas sin una pérdida neuronal general. Estudios
estructurales de resonancia magnética indican que la pérdida de volumen de la
sustancia gris es progresiva, por lo menos hasta el primer episodio psicético. Se ha

sugerido que la actividad apoptdtica contribuye a estos déficits ya que el proceso de
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apoptosis se ha identificado como un mecanismo que puede producir pérdida de
sinapsis y neuritas (Glantz y cols., 2006). Aunque los mecanismos involucrados en la
reduccion del volumen cortical en esquizofrenia son bastante desconocidos, varios
estudios sugieren un papel de las proteinas de las vias apoptédticas en estos déficits
(Benes y cols., 2003; Jarskog y cols., 2004). Una regulacidn alterada de las cascadas
apoptoéticas reduce la viabilidad neuronal y glial a lo largo del neurodesarrollo y podria
contribuir a la déficits volumétricos y funcionales caracteristicos de pacientes con

esquizofrenia.

En un estudio reciente con muestras cerebrales postmortem, no se observaron
alteraciones en la cantidad de FADD (tanto a nivel de expresidon génica como proteica),
p-FADD (formas monomérica y oligoméricas) y el ratio p-FADD/FADD en los individuos
con esquizofrenia, independientemente de la ausencia o presencia de farmacos
antipsicoticos en plasma en el momento del fallecimiento (Garcia-Fuster y cols., 2014).
En un trabajo previo, tampoco se encontraron diferencias en la expresién de ARNm en

la corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia (Catts y Weickert, 2012).

Para evaluar el estado apoptdtico, se analizaron en los animales Munc18-OE las
vias tanto extrinseca como intrinseca de la apoptosis. En la via extrinseca, la activacion
del receptor de Fas permite el reclutamiento de la proteina FADD (Fas Associated
Death Domain). En los animales Munc18-OE se observé una regulacion al alza de esta
proteina pero no de su forma activa, pFADD. Tampoco se obtuvieron cambios
significativos ni en la cantidad del receptor Fas ni en la de PARP, una proteina

involucrada en ultimo paso de la activaciéon de las vias apoptadticas.

Aunque las consecuencias de que la apoptosis esté desregulada en
esquizofrenia aun son desconocidas, el hecho de que los mecanismos apoptéticos
pueden influir en la conectividad sindptica y la complejidad neuronal respalda la
hipétesis de la alteracion de la apoptosis en esquizofrenia. Aunque todavia se
desconocen lo que significa unos marcadores apoptéticos alterados, estos
descubrimientos pueden esclarecer la complejidad de la esquizofrenia, haciendo que

puedan ser posibles intervenciones farmacoldgicas (Glantz y cols., 2006).
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5.2.6. Evaluacion funcional del modelo animal Munc18-OE

La esquizofrenia es una enfermedad exclusivamente humana. Sin embargo, un
modelo animal que presente similitudes comportamentales puede ser importante para

comprender los posibles sustratos neuroldgicos implicados en esta patologia.

El resultado del andlisis de la actividad motora espontanea mediante la
realizacion de la prueba del actimetro sugirié que la sobreexpresién de muncl8-1a
producia una disminucion de la respuesta motora de los animales Munc18-OE. Por el
contrario, en la prueba del Rotarod no se obtuvieron diferencias entre estos animales y
sus respectivos controles, por lo que la coordinacidn motora parecia no estar afectada
por la mutacidn. Estos resultados apuntan a que el modelo animal Munc18-OE tiene
un comportamiento mas hiperactivo con una actividad motora alterada en

comparacion con los animales salvajes.

En cuanto a la evaluacidn de la actividad exploratoria, se realizdé mediante la
prueba de la caja con agujeros. Es un test ampliamente utilizado en comportamiento
de tipo ansioso en roedores (Yen y cols., 2013; Hansen y cols., 2014). Los animales
Munc18-OE no mostraron diferencias frente a sus homdénimos salvajes, sugiriendo que

la adicion del transgén no influyd en su capacidad de exploracién.

Para analizar el comportamiento depresivo del modelo animal Munc18-OE, los
animales se sometieron a la prueba de la natacion forzada o test de Porsolt (Porsolt y
cols., 1977), que se utiliza para detectar sustancias potencialmente antidepresivas, ya
que la inmovilidad del animal se interpreta como una desesperacidon conductual. En
esta prueba no se observaron efectos significativos en cuanto a genotipo del animal se
refiere, no habiendo diferencias significativas entre animales salvajes y transgénicos,
sugiriendo que la sobreexpresion de muncl8-la no es un factor a la hora de
desarrollar alteraciones emocionales. En la actualidad existe una gran controversia a la
hora de interpretar los resultados de esta prueba: clasicamente la inmovilidad se ha
caracterizado de manera negativa representando la pérdida de esperanza del animal.
Sin embargo, existe un debate entre los investigadores ya que algunos sugieren que a
mas tiempo de inmovilidad, el animal demuestra mas aprendizaje adaptandose
positivamente al medio. El animal aprende que no puede escapar, conservando asi su

energia hasta la finalizacion de la prueba (Petit-Demouliere y cols., 2005).
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La prueba del laberinto elevado en cruz proporciona una buena aproximacién
del grado de ansiedad del animal basandose en la frecuencia y en la duracion que éste
esta en los brazos abiertos. De esta forma, se permite evaluar los efectos anxiogénicos
de farmacos y hormonas esteroideas y definir las areas cerebrales y mecanismos
relacionados con el comportamiento ansioso (Walf y Frye, 2007). Los animales
Muncl8-OE no entraron tantas veces y durante tanto tiempo como los ratones
salvajes en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz, sugiriendo, asi, un grado
de ansiedad mas elevado en su comportamiento ya que la prueba se fundamenta en la
aversién que muestran los roedores por la altura y los espacios abiertos. Esta aversiéon
se asocia al aumento de corticosterona en sangre, la paralizacién y al aumento de la
defecacion (Pellow y cols., 1985) que son indicadores de un aumento de la ansiedad en

roedores (Uriglien y cols., 1999).

La comunicacién social se ve afectada en pacientes con trastornos
neuropsiquiatricos. Es por ello este déficit debe de ser evaluado en los modelos
animales disefiados para el estudio de estas enfermedades (Ferhat y cols., 2015). Los
ratones son animales sociales que utilizan sefiales visuales, olfatorias y tactiles para
comunicarse entre ellos. Una de las pruebas de comportamiento mas utilizada en
animales es la interaccion social, que consiste en situar a dos animales de distintas
jaulas en un espacio desconocido y cuantificar el tiempo que interactuan entre ellos.
En el caso de los animales Munc18-OE el nivel de interaccién era menor que en los

animales control.

Los resultados de este modelo animal de esquizofrenia presentados en esta
Tesis han dado lugar a un articulo publicado en la revista Translational Psychiatry
contribuyendo a descifrar los componentes clave de la esquizofrenia y la respuesta al

tratamiento (Uriglien y cols., 2013).

5.3. FUTURO

La regulacion a la baja de muncl18-1a asociada al tratamiento con farmacos
antipsicéticos descrita en esta Tesis abre una nueva ventana para el desarrollo de

nuevas dianas moleculares. No obstante, seria de gran interés reproducir los hallazgos
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observados en otra poblacién de muestras de pacientes con esquizofrenia e individuos

control emparejados.

De igual manera, la busqueda de marcadores a nivel periférico que se
modifiquen con el tratamiento con farmacos antipsicdticos seria de gran ayuda para
contribuir al seguimiento de la evolucién de la enfermedad y poder mejorar la calidad
de vida de los pacientes. Asi mismo, seria altamente recomendable un estudio de
expresion génica y polimorfismos en humanos tanto a nivel cerebral como periférico
ya que de esta manera se podrian establecer genotipos de riesgo e interacciones

genotipo-fenotipo.

La creacién de modelos animales en Psiquiatria tiene sus limitaciones, ya que se
trata de reproducir en un animal conductas humanas muy complejas. A pesar de todo,
se utilizan para comprender las bases bioldgicas de las enfermedades y estudiar
nuevos tratamientos. Evidentemente, el estudio del modelo animal Munc18-OE estd
incompleto ya que se necesitarian evaluar otros parametros de su caracterizacion
tanto a nivel de su neuroquimica como de su comportamiento. Ademas, seria
interesante realizar estudios electrofisiolégicos para observar las propiedades

eléctricas de sus neuronas.

Ademads, tendria interés observar la expresion de las diferentes proteinas
presinapticas en estos animales tras administrar un antipsicético de manera crénica

prestando especial atencion a las isoformas munc18-1a y munc18-1b.
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De los resultados obtenidos tras los ensayos de inmunodeteccién que se han
desarrollado en el presente estudio con muestras cerebrales postmortem se puede

concluir que:

1. El tratamiento con antipsicoticos induce una reduccion del contenido proteico de la

isoforma munc18-1a en los individuos con esquizofrenia frente a los individuos control.

2. En individuos con esquizofrenia existe un aumento del contenido proteico de

sintaxina-1, independientemente de la presencia o no de tratamiento antipsicético.

3. Existe una correlacion positiva entre las proteinas sintaxina-1A y muncl8-1a en
individuos control mientras que dicha correlacion es negativa en individuos con
esquizofrenia. El desbalance de la interacciéon entre proteinas del complejo SNARE
(principalmente sintaxina-1A) y la proteina muncl18-1a podria estar implicado en las
disfunciones corticales de la neurotransmision glutamatérgica y dopaminérgica que se

han postulado como hipétesis para la esquizofrenia.

4. Las alteraciones encontradas en los diferentes componentes de la maquinaria
exocitética son exclusivas de la esquizofrenia y no generales de otras enfermedades
mentales tal y como demuestra el hecho de que no se producen cambios en las
proteinas presinapticas estudiadas en muestras de cerebro postmortem de individuos

con depresion.

5. El tratamiento con antipsicéticos induce una reduccion del contenido proteico de la
forma de ~75 kDa del complejo SNARE en los individuos con esquizofrenia frente a los

individuos control.

6. La regulacién a la baja de munc18-1a y la forma de ~75 kDa del complejo SNARE
asociada al tratamiento antipsicotico abre una nueva via para el desarrollo de nuevas
dianas moleculares relacionadas con la actividad farmacoldgica del tratamiento

antipsicético.
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De los resultados obtenidos en la caracterizacidon neuroquimica y comportamental del

modelo animal Munc18-OE se puede concluir que:

7. La creacién del animal Muncl8-OE ha sido exitosa ya que estos animales
sobreexpresan el ARNm vy la proteina correspondiente a la isoforma munc18-1a. Esta
sobreexpresién se normaliza tras una administracién aguda del fdrmaco antipsicético

clozapina.

8. Las proteinas presinapticas que forman el complejo SNARE, sintaxina-1A, SNAP-25y
sinaptobrevina, y las proteinas sensores de calcio, sinaptotagmina y sinaptifisina, no

estan alteradas en el modelo animal Munc18-OE.

9. Las proteinas que se relacionan con esquizofrenia, DISC-1, neuregulina-1 y sus
receptor ErbB4 y PSD-95, tampoco presentan cambios en dicho modelo. Una Unica

dosis de clozapina no cambi6 la expresidn de estas proteinas.

10. La expresion de los receptores cannabinoides no estd alterada sugiriendo que el

sistema cannabinoide enddgeno no esta alterado en el modelo animal Munc18-OE.

11. En cuanto a las vias apoptadticas, existe un aumento de la proteina apoptdtica FADD
en el modelo animal Munc18-OE, lo que cual podria contribuir a la pérdida de volumen

cerebral observada en animal Munc18-OE.

12. A nivel comportamental, el modelo animal Munc18-OE presenta hiperactividad y
alto grado de ansiedad. Ademas, estos animales presentan déficits sociales. Sin
embargo, la coordinacién, la capacidad exploratoria y el estado de depresidn no estan

alterados.

13. La proteina muncl18-1 juega un papel importante en el desarrollo de diferencias
comportamentales, neuroquimicas y anatdmicas que pueden parecerse a los

presentes en esquizofrenia.
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Abstract

Muncl8-1 and syntaxin-1 are crucial interacting molecules for synaptic membrane fusion and
neurotransmitter release. Contrasting abnormalities of several proteins of the exocytotic machinery,
including the formation of SNARE (synaptobrevin, SNAP-25 and syntaxin-1) complexes, have been
reported in schizophrenia. This study quantified in the dorsolateral prefrontal cortex (PFC, Brodmann
area 9) the immunocontent of muncl8-la/b isoforms, syntaxin-1A, other presynaptic proteins
(synaptotagmin, synaptophysin), and SNARE complexes, as well as the effects of psychoactive drug
exposure, in schizophrenia (SZ, n=24), non-schizophrenia suicide (SD, n=13) and major depression
(MD, n=15) subjects compared to matched controls (n=39). SZ was associated with normal expression
of muncl8-la/b and increased syntaxin-1A (+44%). The presence of antipsychotic drugs reduced
the basal content of munc18-1a isoform (—23 %) and synaptobrevin (—32 %), and modestly reduced that of
up-regulated syntaxin-1A (—16%). Munc18-1a and syntaxin-1A protein expression correlated positively
in controls but showed a markedly opposite pattern in SZ, regardless of antipsychotic treatment. Thus, the
ratio of syntaxin-1A to muncl8-la showed a net increase in SZ (+53/114%). The SNARE complex
(75 kDa) was found unaltered in antipsychotic-free and reduced (—28%) in antipsychotic-treated SZ
subjects. None of these abnormalities were observed in SD and MD subjects, unexposed or exposed to
psychoactive drugs. The results reveal some exocytotic dysfunctions in SZ that are probably related to an
imbalance of the interaction between muncl8-la and SNARE (mainly syntaxin-1A) complex. Moreover,
antipsychotic drug treatment is associated with lower content of key proteins of the exocytotic machinery,
which could result in a destabilization/impairment of neurosecretion.
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Introduction population worldwide (Jablensky, 1997). The patho-
genesis and treatment of SZ is a continued focus of
research (Marek et al. 2010), which recently has been
focused on dysfunctions of brain molecules involved

in the intricate process of neuroexocytosis (Johnson

Schizophrenia (SZ) is a chronic, disabling and hetero-
geneous psychiatric disorder affecting about 1% of the
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et al. 2008; Stidhof & Starke, 2008).

Intensive research in the field of neurotransmitter
release has established the minimal protein require-
ments for the docking, priming and fusion of synaptic
vesicles providing a clear understanding of the
exocytotic process (de Wit, 2010; Malsam et al. 2008;
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Murthy & De Camilli, 2003; Rizo & Rosenmund, 2008;
Rizo & Stidhof, 2002; Stidhof, 2004). Briefly, the fusion
of opposing synaptic membranes in neurons is driven
by the formation of SNARE (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptors), a highly
stable heterotrimeric complex built with the vesicular
protein synaptobrevin and the plasma membrane
proteins SNAP-25 (synaptosomal-associated protein
of 25kDa) and syntaxin-1 (Rizo & Siidhof, 2002;
Sollner et al. 1993; Sidhof & Rothman, 2009). This
process is regulated by muncl8-1, the major brain
isoform of the Secl/muncl8 protein family (Burgoyne
et al. 2009; Han et al. 2010; Jahn, 2000; Toonen &
Verhage, 2007). Brain munc18-1 was originally ident-
ified as a binding partner for syntaxin-1 (Hata et al.
1993), and this key and complex interaction placed
muncl8-1 as a central component of the exocytotic
machinery (Gulyas-Kovacs et al. 2007 ; Han et al. 2010;
Rickman & Duncan, 2010). Thus, the genetic deletion
of muncl8-1 in mice (tested at embryonic day 18
because of lethality at birth) resulted in abrogation of
neurotransmitter release in the neocortex (Verhage
et al. 2000) and reduced secretion in chromaffin cells
(Voets et al. 2001). Moreover, in munc18-1-deficient
mice brain syntaxin-1A, but not synaptobrevin and
SNAP-25, was markedly decreased (70%) demon-
strating the physiological relevance of muncl8-1/
syntaxin-1 interaction (Toonen et al. 2005). Munc18-1
also has the ability to bind neuronal SNARE com-
plexes containing syntaxin-1 (Dulubova et al. 2007;
Toonen et al. 2005) and synaptobrevin (Xu et al. 2010).
Munc18-1 therefore participates in membrane fusion
in cooperation with SNARE proteins, which is a
crucial factor for priming synaptic vesicles to a release-
ready state (Deak et al. 2009; Toonen & Verhage,
2007). The mechanisms underlying the interactions
between munc18-1 and SNARESs, and especially with
syntaxin-1 (open/closed conformation) are still de-
bated (Han et al. 2010; Hu et al. 2011; Rathore et al.
2010).

Abnormalities of muncl8-1 and/or SNARE pro-
teins (leading to dysfunctional neurosecretion) might
participate in the pathogenesis of SZ underlying, in
part, the dysfunctions of dopaminergic and gluta-
matergic systems, the aberrant synaptic plasticity in-
cluding developmental brain defects, and impaired
cognitive functions (Eisenberg & Berman, 2010;
Goldman-Rakic & Selemon, 1997; Honea et al. 2005;
Marek ef al. 2010). Contrasting results have been re-
ported on the aberrant expression of SNARE proteins
in SZ post-mortem brains (reviewed in Johnson et al.
2008). For example, syntaxin (mRNA or protein) was
found increased (Gabriel et al. 1997; Honer et al. 1997;

Sokolov et al. 2000), unchanged (Castillo et al. 2010;
Gabriel et al. 1997 ; Halim et al. 2003; Honer et al. 2002)
or decreased (Barakauskas ef al. 2010) in SZ cortical
and/or striatal regions. In SZ ventromedial caudate,
the amount of syntaxin interacting with SNAP-25
was indeed greater, suggesting an increased SNARE
complex (Barakauskas et al. 2010). However, a reduced
SNARE complex related to a deficit of syntaxin-1
phosphorylation has also been reported in SZ pre-
frontal cortex (Castillo et al. 2010). Furthermore, recent
contrasting studies in SZ prefrontal cortex have shown
increases of muncl8-1 (STXBP1, syntaxin binding
protein 1) in membrane microdomains of grey matter
(Behan et al. 2009) or decreases of muncl8-1 co-
immunoprecipitated along with syntaxin-1 (Castillo
et al. 2010). On the other hand, the synaptic hypothesis
of SZ might also shed some light on the mechanisms
of action of antipsychotic drugs (Marek et al. 2010).
However, the long-term effects of psychoactive drugs
on the expression muncl8-1, syntaxin-1 and other
SNARE proteins in brains of SZ subjects and labora-
tory rats are not fully concordant (e.g. see Barakauskas
et al. 2010; Behan et al. 2009; Castillo et al. 2010).

Against this complex background, the present post-
mortem brain (prefrontal cortex) study was designed
to: (1) quantify in parallel the contents of munc18-1a/b
isoforms, syntaxin-1A and other presynaptic proteins
in schizophrenia (SZ), non-schizophrenia suicide (SD)
and major depression (MD) subjects compared to
matched controls; (2) determine the possible conver-
gence of muncl8-1 and syntaxin-1 protein expression;
(3) assess the status of SNARE complexes; and (4) in-
vestigate the influence of psychoactive drug exposure
on these targets. This investigation unravels the
imbalance in the munc18-1la/syntaxin-1A interaction
in SZ prefrontal cortex, and demonstrates that anti-
psychotic drugs can reduce the brain content of key
proteins of the exocytotic machinery.

Materials and methods
Subject selection and post-mortem brain samples

Human brains were obtained at autopsies performed
in the Basque Institute of Legal Medicine, Bilbao
(Spain), and in the Romand University Center of Legal
Medicine — Geneva (Switzerland). The bodies had
been stored in a refrigerator (+4 °C) until autopsy.
The study was developed in compliance with ethical
and research policies for post-mortem brain studies
(Basque Institute of Legal Medicine, and Department
of Psychiatry, University of Geneva) and approved
by the Internal Review Boards of the indicated
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Table 1. Demographic characteristics and mean brain pH of subjects with
schizophrenia, non-schizophrenia suicide, major depression, and their respective

matched controls

Groups and subgroups Gender Age (yr) PMI(h) Brain pH
Control (C, n=24) 5F/19M 3942 23+3 6.35+0.08
Schizophrenia (S5Z, n=24) 5F/19M 3943 2343 6.46+0.04
Antipsychotic-free [SZ(-), n=12] 2F/10M 3443 26+4
Antipsychotic-treated [SZ(+), n=12] 3F/9M 43+4 20+6
Non-schizophrenia suicide (SD, n=13) 4F/9OM  46+4 2743 6.324+0.03
Control (C, n=15) 9F/6M  47+3 2143  6.4440.05
Major depression (MD, n=15) 9F/6M 46+3 22+3  6.32+0.06
Antidepressant-free [MD(-), n=5] 4F/1M  55+6 25+5
Antidepressant-treated [MD(+), n=10] 5F/5M 42+3 20+4

M, Male; F, female; PMI, post-mortem interval.

See Supplementary Tables S1 and S2 for individual subjects and medication at the

time of death.

Data (age, PMI) are mean +s.E.M. values (1, number of subjects).

institutions. Caucasian subjects who had died by
suicide, violent or natural causes, with or without in-
dication of psychiatric disorder, were initially selected
for the study. The included subjects (future cases and
controls) were subjected to a retrospective search for
previous clinical diagnoses (DSM-1V; APA, 1994; see
also Deep-Soboslay et al. 2005) and treatments by
using examiner’s information and records of hospitals
and mental health centres (subjects with comorbidity
were excluded). Subjects with SZ were matched to
controls in a paired design. A non-SZ suicide group
(SD) was established to control for the suicide factor
(main diagnoses in this group: adjustment disorder
and personality disorder; major depression was ex-
cluded). Subjects with major depression (MD) were
also selected for comparison and similarly matched to
controls. Drug screening was performed at the
National Institute of Toxicology (Madrid) and the STS
390 Unit (Geneva), using standard procedures (Garcia-
Fuster et al. 2008). SZ and MD subgroups were selected
according to the absence or presence of antipsychotic
or antidepressant drugs in blood and/or urine sam-
ples. Control subjects were chosen from the collected
brains as described in Urigiien et al. (2009) to match
subjects in the SZ, SD and MD groups. Control sub-
jects, who mainly died by accidental or violent causes,
showed no evidence of psychiatric or neurological
disorder. The groups of subjects, including mean brain
pH values, are presented in Table 1 (see Supplemen-
tary Tables S1 and S2 for individual subjects
and medication at the time of death). Post-mortem
brains from medical examiners’ offices provide the

best standards of tissue quality for this type of study
(Stan et al. 2006).

Samples of grey matter of the central area of
the superior and middle frontal gyri [dorsolateral
prefrontal cortex (PFC); Brodmann’s area 9 (BA 9)]
(Rajkowska & Goldman-Rakic, 1995) were obtained
as described previously (Urigtien et al. 2009). White
matter was also collected to assess the expression of
muncl8-la/b isoforms and SNARE complexes. The
PFC was chosen because it is involved in cognitive
functions (Fuster, 2001 ; Miller & Cohen, 2001) that are
impaired in SZ (Bozikas ef al. 2006), possibly as a result
of grey-matter reduction (Honea et al. 2005). Brain
samples were stored at —70 °C until required. Sudden
deaths display normal pH values with minor influ-
ences on genes, proteins and/or enzymatic reactions
(Gawryluk ef al. 2011; Li et al. 2004; see also Urigiien
et al. 2009 for mRNAs in the current SZ and SD brain
samples indicating good tissue quality).

Effect of post-mortem interval (PMI) on brain
target proteins

The time period from death to the storage of brain
specimens (PMI; determined by the medical exam-
iner) is a well-known potential confounding variable
(Gonzalez-Maeso et al. 2002; Grange-Midroit et al.
2002; Stan et al. 2006). An independent series of
healthy subjects (eight men, four women) with differ-
ent PMIs (range 5-102 h) was used to assess the effect
of this factor on target protein content in PFC/BA 9.
These healthy subjects were chosen as indicated
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Fig. 1. (2) Representative immunoblots depicting labelling of munc18-1a and munc18-1b proteins in the human prefrontal
cortex (PFC) (pool of 22 PFC/BA 9 control samples: 10-40 ug protein), and full-length recombinant GST-tagged munc18-1a
(RP-1a; samples: 20-100 ng protein) by using isoform selective anti-munc18-1 antibodies (Ab). Note that RP-1a protein

(99 kDa) was recognized by the anti-munc18-1a Ab only (no RP-1a detection with anti-munc18-1b Ab even in overexposed
films). Each Ab specifically revealed the presence of the corresponding munc18-1 isoform (monomeric species of 67 kDa).
(b) Subcellular localization of munc18-1a and munc18-1b isoforms in grey (G) and white (W) matter of PFC (male subject,

44-yr-old, PMI 16 h, sample 15 ug protein), and their relative content in the various compartments (F1, cytosolic fraction;
F2, membrane/organelle fraction; F3, nuclear fraction; F4, cytoskeletal fraction). (c) Immunoblots of PSD-95 (G marker),
GFAP (W marker), and selective subcellular markers: stathmin (F1), Fas receptor (F2), PAR-4 (F3) and NF-L (F4). The

apparent molecular masses of munc18-1 isoforms and other proteins were estimated after blot calibration with standard

molecular-weight markers (kDa).

above, including the absence of ethanol in blood
samples.

Standard brain preparation and subcellular
fractionation

Samples of PFC/BA 9 (grey matter, 250-300 mg) were
routinely prepared as described previously (Garcia-
Fuster et al. 2008). The subcellular distribution of target
proteins in grey and white matter (PFC/BA 9) was
assessed with the ProteoExtract™ kit (Calbiochem,
Germany) as described previously (Ramos-Miguel
et al. 2009). This sequential extraction method yields
four sub-proteomes enriched in cytosolic (F1), mem-
brane and membrane organelle-localized (F2), soluble
and DNA-associated nuclear (F3), and cytoskeletal
(F4) proteins. The selectivity of the extraction pro-
cedure was assessed by the immunodetection of
stathmin in F1; Fas receptor in F2; nuclear protein
prostate apoptosis response 4 (PAR-4) in F3; and
neurofilament-L. (NF-L) in F4. Other F4 markers

included post-synaptic density protein of 95kDa
(PSD-95, neurons) and glial fibrillary acidic protein
(GFAP; astrocytes) (see Fig. 1c). Brain samples (total
homogenate and subcellular fractions) were stored at
—80 °C until sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot
analysis.

SNARE complexes in rat and human brains:
subcellular distribution in grey and white matter

The identification of SNARE complexes (SDS-resistant
and stable heterotrimeric species; reported M,
range: 60-300kDa) was assessed by SDS-PAGE
and immunoblotting with anti-synaptobrevin, anti-
syntaxin-1A and anti-SNAP-25 antibodies, as reported
in cells and brain tissue (Hayashi et al. 1994; Honer
et al. 2002; Otto et al. 1997) with some modifications.
Male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were also
used to assess and manipulate, with specific chemi-
cals, brain SNARE complexes. All animal care and



experimental procedures were conducted according to
standard ethical guidelines (European Communities
Council Directive 86/609/EEC) and approved by the
Bioethical Committee of the UIB. Rat (cerebral cortex)
and human (PFC/BA 9) samples were homogenized
(solubilization in 2% SDS) and prepared for Western
blot analysis. For the characterization and quantifi-
cation of SNARE complexes non-boiled brain samples
were used. In some experiments, aliquots of PFC/BA 9
samples were boiled for 4 min before loading to con-
firm the destruction of SNARE complexes (Hayashi
et al. 1994). The in-vitro disassembly of SNARE com-
plexes was accomplished by chemical manipulation
and freezing/thawing procedures. Rat cortical mem-
branes (two aliquots of total homogenate) were in-
cubated (1 h at 37 °C) in the absence or presence of
dithiothreitol (200 mm DTT, a lipophilic sulphydryl-
reactive reagent that blocks cysteine residues and
interrupts membrane fusion events) or urea (6 M, a
denaturant agent that dissociates protein aggregation),
which was followed by three cycles of freeze (liquid
nitrogen)/thaw (at 37 °C) sample treatment. After
these procedures, the samples were prepared for
Western blot analysis. In human brain tissue (PFC/BA
9), the subcellular distribution (F1-F4) of SNARE
complexes (~75 kDa and ~110 kDa) in grey and white
matter was assessed as described above.

SDS-PAGE, Western blot assay and quantification
of target proteins

The brain samples were boiled for 2 min before load-
ing, except those used in the immunodetection of
SNARE complexes. Target proteins (40ug total
homogenate, 15 ug each subcellular fraction) were re-
solved by SDS-PAGE and quantified by Western blot
analysis as described previously (Garcia-Fuster et al.
2008). The primary antibodies (epitope-affinity puri-
fied) are listed in Supplementary Table S3 (dilutions
1:1000-1:10000). Special attention was paid to
the specificity of anti-munc18-1a and anti-munc18-1b
antibodies by the selective recognition of full-
length recombinant GST-fused muncl8-la protein
(Abnova Corporation, Taiwan, H6812-PO1, batch
A1V000KPP004243) (Fig. 14). As a control for sample
loading and protein transfer, the blots were stripped
(Boronat et al. 2001) and reprobed with anti-3-actin
monoclonal antibody.

Target proteins and SNARE complexes were
quantified by densitometric scanning (GS-800 Imaging
Densitometer, Bio-Rad, USA) of specific immuno-
reactive bands [integrated optical density (IOD)
units], as described by Garcia-Fuster et al. (2008).
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The resolution of various concentrations of protein
(e.g. munc18-1a/b isoforms, Fig. 1a) resulted in good
linear relationships (i.e. total protein loaded vs. IOD
units). Target proteins in PFC/BA 9 were quantified in
pairs of subjects with SZ, and SD when included, or
MD, and the respective matched control, and the
relative content of each protein was calculated (per-
cent change) in relation to in-gel triplicate standards
(100 %, pool of 22 or 15 control samples for SZ and MD
groups, respectively). This quantification procedure
was assessed 3—6 times in different gels, and the re-
sulting mean value of the target protein was used as a
final estimate. Similar results were also obtained when
the IODs were normalized to that of S-actin (data not
shown).

Data analyses and statistics

The data were analysed with GraphPad Prism™, ver-
sion 4.0 (GraphPad Software, USA). Before the stat-
istical analyses, the data were inspected for outliers
(critical value, Z>1.96) using Grubb’s test (GraphPad
Software, www.graphpad.com/quickcalcs/grubbsl.
cfm). A few control (two) and SZ (three) samples were
outliers for a particular target protein and discarded
for further analysis. In three controls and SZ subjects,
synaptobrevin and SNAP-25 were not measured be-
cause the brain samples were exhausted. The final
number of control and SZ cases analysed for each
protein is indicated in the Figures. In the SD and MD
groups no outliers were detected. All final datasets
passed Kolmogorov-Smirnov normality tests. Results
are expressed as meants.EM. values. Data were
analysed using Student’s ¢ test or one-way ANOVA
followed by a Bonferroni post-hoc test for multiple
comparisons. To control for the suicide factor, a two-
way ANOVA was performed with suicide as within-
group factor and SZ as between-group factor for the
various protein targets. Analyses of covariance were
also performed to control results for PMI, gender, and
age at death. Pearson’s correlation coefficients were
calculated to test for possible association between
parametric variables. The level of significance was set
to p<0.05. All tests were two-tailed.

Results

Immunodetection of munc18-1alb isoforms in
human PFCIBA 9: subcellular distribution in grey
and white matter

Munc18-1a and munc18-1b proteins were identified as
monomeric species of 67 kDa with specific antibodies
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Fig. 2. Lack of significant correlation between the post-mortem interval (PMI, range 5-102 h) and the relative content

(IOD, integrated optical density) of (2) munc18-1a, (b) munc18-1b, and (c) syntaxin-1A in the prefrontal cortex (PFC/BA 9)
of healthy subjects (see Materials and methods section). (a—c) Bottom panels are representative immunoblots for the effect of
PMI on the content of munc18-1a, munc18-1b and syntaxin-1A in the PFC. The experiments were repeated with similar
results. The molecular masses of the target proteins were estimated from referenced standards.

that differentiated both isoforms in PFC/BA 9
(total homogenate). Thus, full-length recombinant
GST-tagged muncl18-la protein (~100 kDa) was de-
tected with anti-muncl8-la, but not with anti-
munc18-1b, antibody (Fig. 1a). At the subcellular level
(grey and white matter), muncl8-1la was localized in
the cytosol (F1), membranes (F2) and nucleus (F3),
with a higher relative abundance in grey matter
(1.6- to 4.1-fold enrichment) (Fig. 1b,c). The distri-
bution of muncl18-1b in grey and white matter was
similar, with a small enrichment in grey matter
(8-39%) (Fig. 1b,¢).

Post-mortem degradation of munc18-1, syntaxin-1A
and other presynaptic proteins

The content of munc-18-1a/b isoforms and syntaxin-
1A in PFC/BA 9 did not vary by the time period
from death to the storage of brain specimens (PMI
range 5-102 h), indicating a low rate of post-mortem
degradation (Fig. 2a—c). This range of PMI did not
influence the content of SNAP-25, synaptotagmin
and synaptophysin in the same samples, except that
of synaptobrevin that declined as a function of PMI
(r=—0.70, p=0.025) (data not shown). It should be
noted that the experimental subjects were matched
with their respective controls for PMI, gender and age
at death (Table 1), and that analyses of covariance
further indicated that these variables and the pH of
the sample did not influence the results (data not
shown).

Munc18-1, syntaxin-1A and other presynaptic
proteins in PFC/BA 9 of SZ and SD subjects: effect
of antipsychotic medication

The content of muncl8-la and muncl8-1b isoforms
in PFC/BA 9 of SZ and SD subjects did not differ
from those quantified in matched controls (Fig. 34, b).
However, in SZ subjects who had received anti-
psychotics a significant reduction of muncl8-la
(23%, p<0.05), but not muncl8-1b, was quantified
(Fig. 34, b). Syntaxin-1A was markedly increased in SZ
(44%, p<0.01), but not in SD subjects, and anti-
psychotic treatment was associated with a tendency to
reverse this up-regulation [SZ(-): 51%, p<0.01;
SZ(+): 35%, p<0.05; difference: 16%, p>0.05]
(Fig. 3c). The content of synaptobrevin, SNAP-25,
synaptotagmin and synaptophysin were not altered in
SZ and SD subjects, and in the presence of anti-
psychotic treatment only expression of synaptobrevin
was decreased in SZ subjects [(SZ(+): 32 % reduction,
p<0.05] (Fig. 4).

Unexpectedly, munc18-1a and syntaxin-1A showed
a significant inverse correlation in SZ (all SZ
subjects: r=—0.45, p=0.02, n=22), regardless of
antipsychotic medication (antipsychotic-free:
—0.74, p=0.009, n=11; antipsychotic-treated: r=
—0.67, p=0.02, n=11). Therefore, SZ subjects
showed a net increase in the syntaxin-1A/munc18-1a

r=

ratio [controls: 1.01+0.08, n=22; antipsychotic-
free: 1.54+0.18, n=11, p<0.05; antipsychotic-
treated: 2.154+0.35, n=11, p<0.001; ANOVA
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Fig. 3. Inmunodensities of (2) muncl8-1a, (b)) muncl8-1b, and (c) syntaxin-1A in the prefrontal cortex (PFC/BA 9) of
control (C, n=22-24), schizophrenia (SZ, n =23-24) and non-schizophrenia suicide (SD, n =13) matched subjects, as well
as of SZ antipsychotic-free [SZ(-), n=11-12] and treated [SZ(+), n =11-12] subjects, expressed as mean +s.E.M. (bars)
percentages of an in-gel standard (100 %, pool of 22 PFC/BA 9 control samples). (a—c) Bottom panels are representative
immunoblots of munc18-1a, munc18-1b, syntaxin-1A and f-actin for each set of experiments, which included standard
samples (st), and samples of C, SZ(-), SZ(+) and SD matched subjects. The molecular masses of the target proteins were
estimated from referenced standards. (2) Munc18-1a: one-way ANOVA did not detect a significant difference between C, SZ
and SD groups (F, 55 =1.97, p>0.05); ANOVA detected a significant difference between C, SZ(-) and SZ(+) groups
(F2,49=6.39, p=0.0038); ** p<0.001 compared to the corresponding control (C), T p <0.05 compared to SZ(-) (ANOVA
followed by Bonferroni’s test). (b)) Munc18-1b: ANOVA did not detect significant differences between C, SZ and SD
(F25=0.61, p>0.05) and between C, SZ(-) and SZ(+) (F,4=2.79, p =0.072) groups. (c) Syntaxin-1A: ANOVA detected
significant differences between C, SZ and SD (F, 5;=8.14, p =0.008) and between C, SZ(-) and SZ(+) (F5 4, =8.45, p=0.0009)
groups; * p<0.05, ** p<0.01 compared to the corresponding control (C).

(F2,u=9.78; p=0.0003) and Bonferroni’s test]. In p=0.68, n=23; antipsychotic-free: r=—0.10, p=0.77,
contrast, muncl8-1b and syntaxin-1A did not n=12; antipsychotic-treated: r=—0.05, p=0.89,
show any relationship in SZ (all SZ subjects: r=0.09, n=11).



580 I Gil-Pisa et al.

180 71 Synaptobrevin
kDa
100 -
50 kDa
42>
O m
150 ~
kDa
N 100 + 25>
©
[+
T 50 kDa
7 42>
ERCE
£
&
£ 150 ~ .
@ Synaptotagmin
g ynaptotag kDa
g 10 65>
K]
50 kDa
O m
150 4 Synaptophysin
kDa
50 - kDa
42>
0 m
C SZ SD C Sz(-) Sz(+)
Group Treated

Synaptobrevin

13> e . et ey, iy sty . I,

B-actin

O e e e i N e SR D S mod VAT

C18Z1SD1 st C2 SZ2SD2 st C3 SZ3 st C4 Sz4

=) (+) (=) (+)

SNAP-25

o O T D G S T o aa

P-actin
]

C1 821 8D1 st C2 SZ2 SD2 st C3 SZ3 C4 SZ4

(=) (+) () (+)

Synaptotagmin

B-actin

42> . G ——— — o — o — —

C1SZ1SD1 st C2 SZ2 SD2 st C3 SZ3 st C4 SZ4

(=) (+) (=) (+)

Synaptophysin

P-actin

C1 SZ1SD1 st C2 SZ2SD2 st C3 SZ3 st C4 SZ4

(=) (+) =) (+)

Fig. 4. Inmunodensities of synaptobrevin, SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa), synaptotagmin and
synaptophysin in the prefrontal cortex (PFC/BA 9) of control (C, n=21-24), schizophrenia (SZ, n=21-24) and
non-schizophrenia suicide (SD, n=13) matched subjects, as well as of SZ antipsychotic-free [SZ(-); n=11-12] and treated
[SZ(+), n=10-12] subjects, expressed as mean +s.e.M. (bars) percentages of an in-gel standard (100 %, pool of 22 PFC control
samples). One-way ANOVA did not detect significant differences between C, SZ and SD groups for any presynaptic protein.
For synaptobrevin, but not for other presynaptic proteins, ANOVA detected a significant difference between C, SZ(-)

and SZ(+) groups (Fy 3=3.35, p=0.045); " p <0.05 compared to SZ(-) group. Right: representative immunoblots of
synaptobrevin, SNAP-25, synaptotagmin, synaptophysin, and $-actin for each set of experiments, which included standard
samples (st), and samples of C, SZ(-), SZ(+) and SD matched subjects. The molecular masses of the target proteins were

estimated from referenced standards.

Munc18-1, syntaxin-1A and other presynaptic
proteins in PFC/BA 9 of subjects with MD: no effect
of antidepressant medication

The content of muncl8-la/b isoforms, syntaxin-1A
and other presynaptic proteins (SNAP-25, synapto-
brevin, synaptotagmin, synaptophysin) in PFC/BA
9 of antidepressant-free and antidepressant-treated
MD subjects did not differ from those quantified in
matched controls (Table 2).

SNARE complexes in rat and human brains:
post-mortem degradation and subcellular
distribution in grey and white matter

In rat (cerebral cortex) and human (PFC/BA 9) brain
tissue, native SNARE complexes (~75kDa and
~110kDa) were readily detected with the anti-
synaptobrevin (only the ~75kDa complex), anti-
syntaxin-1A and anti-SNAP-25 antibodies, which
also revealed the corresponding protein monomeric
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Table 2. Inmunodensities of munc18-1a/b isoforms, syntaxin-1A, and other
presynaptic proteins in the prefrontal cortex (PFC/BA 9) of subjects with major

depression (MD) and their matched healthy controls

MD subjects, MD subjects,

Presynaptic Control subjects  antidepressant-free  antidepressant-treated
protein (n=15) (n=5) (n=10)

Muncl8-1a 101+4 101+6 100+3

Munc18-1b 9943 98+5 97+5

Syntaxin-1A 97+2 97+3 97 +4

SNAP-25 96+3 92+4 96+6

Synaptobrevin 98+8 86+11 86+12
Synaptotagmin 103+4 107 +4 101+4
Synaptophysin ~ 102+5 107+7 99+5

Data are mean +s.E.M. values (17, number of subjects) expressed as percentages of

an in-gel standard (100 %, pool of 15 PFC control samples).

One-way ANOVAs did not detect significant differences between the groups of

subjects for any presynaptic protein.

forms (Fig. 5a4). The ~75kDa SNARE complex (de-
tected by the three SNARE antibodies) most closely
approximated the M, (~72 kDa) of the expected het-
erotrimer (Fig. 5a). The higher M, of the ~110kDa
SNARE complex could be related to post-translational
modifications of some components. The boiling of
brain samples (human PFC/BA 9) broke down the
SNARE complexes (detected with the anti-SNAP-25
antibody) and markedly enhanced the expression
of monomeric SNAP-25 (Fig. 5a, right). Treatment
of rat cortical membranes with the disulfide bond
disrupter DTT (200 mMm) or denaturant urea (6 M),
followed by a membrane freeze/thaw procedure,
reduced the content of ~75kDa and/or ~110kDa
SNARE complexes (15-92%) and induced concomi-
tant increases of monomeric synaptobrevin (5-52 %),
syntaxin-1A  (6-35%) and SNAP-25 (63-160%)
(Fig. 5q).

The content of ~75 kDa SNARE complex in human
PFC/BA 9 quantified with the anti-synaptobrevin,
anti-syntaxin-1A or anti-SNAP-25 antibody, was not
significantly influenced by PMI range (5-102h)
(Fig. 5b), indicating that the native heterotrimer is
highly resistant to post-mortem disassembly and/or
specific protein degradation (see Fig. 2¢ for mono-
meric syntaxin-1A).

At the subcellular level (human PFC/BA 9), the
~75kDa SNARE complex (detected with the anti-
syntaxin-1A or anti-SNAP-25 antibody) was mostly
expressed in membrane-rich fractions (F2) of grey and
white matter (Fig. 5¢), which was the expected SNARE
cellular localization (role in synaptic vesicle fusion).

Moreover, the relative abundance of ~75 kDa SNARE
complex was higher in grey matter compared to white
matter (Fig. 5¢). Interestingly, the enriched membrane
(F2) localization of the ~75kDa SNARE complex
(at least when detected with anti-SNAP-25 antibody)
was not observed for the ~110 kDa SNARE complex
(Fig. 5¢).

Regulation of the ~75 kDa SNARE complex in
PFC/BA 9 of SZ, SD, and MD subjects: effect of
antipsychotic or antidepressant medication

The content of the ~75kDa SNARE complex (quan-
tified with the anti-SNAP-25 antibody) in PFC/BA 9 of
SZ subjects, but not SD subjects, was decreased (19 %,
p <0.01) compared to that in matched controls (Fig. 6,
left). This reduction was associated with those SZ
subjects who had received antipsychotic drugs [SZ(-):
10%, p>0.05; SZ(+): 28%, p<0.001] (Fig. 6, left). In
MD subjects, and regardless of antidepressant treat-
ment, the content of the ~75kDa SNARE complex
(anti-SNAP-25 antibody) did not differ from that in
matched controls (Fig. 6, right). Similar negative re-
sults were obtained in MD subjects when this SNARE
complex was quantified with the anti-syntaxin-1A
antibody (data not shown).

Discussion

This post-mortem brain study investigated the status
of relevant components of the exocytotic machinery in
PFC/BA 9 of SZ, SD and MD subjects, as well as the
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Fig. 5. (1) Detection and characterization of SNARE complexes (~75 kDa and ~110 kDa) in the rat cerebral cortex

(total homogenate 40 ug protein) and human prefrontal cortex (pool of 22 PFC/BA 9 controls: 40 ug protein) with the
anti-synaptobrevin, anti-syntaxin-1A and anti-SNAP-25 antibodies. Non-boiled (rat), and non-boiled and boiled (human) brain
samples were used. In rat brain (C, control samples), the disassembly of SNARE complexes was accomplished by chemical
manipulation with dithiothreitol (DTT, 200 mwm) or urea (6 m) followed by a freeze/thaw procedure. (b) Lack of effect of PMI
(range 5-102 h) on the relative content of the ~75 kDa SNARE complex in PFC/BA 9 of healthy subjects (11 subjects: eight men,
three women; age range 15-52 yr) quantified with the anti-synaptobrevin (r= —0.48, p=0.14), anti-syntaxin-1A (r= —0.16,
p=0.62) and anti-SNAP-25 (r=0.30, p =0.38) antibodies. (c) Subcellular localization of the ~75 kDa and ~110 kDa SNARE
complexes (detected with the anti-syntaxin-1A and anti-SNAP-25 antibodies) in grey (G) and white (W) matter of PFC/BA 9
(male subject, 44-yr-old, PMI 16 h, sample 15 ug protein), and their relative contents in the various subcellular compartments
(F1-F4; for further details see Fig. 1b, c). These experiments (a—c) were repeated with similar results. The molecular masses of
SNARE complexes, monomeric SNARE proteins, and $-actin were estimated from referenced standards.

possible effects of exposure to psychoactive drugs. The and MD, and muncl8-la was reduced in SZ under
main results indicated that (1) muncl8-la and antipsychotic treatment; (2) syntaxin-1A was in-
muncl8-1b protein contents were normal in SZ, SD creased in SZ (unaltered in SD and MD), a finding not
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Fig. 6. (1) Content of ~75 kDa SNARE complex quantified with the anti-SNAP-25 antibody in the prefrontal cortex
(PFC/BA 9) of control (C, n=24), schizophrenia (SZ, n=24) and non-schizophrenia suicide (SD, n=13) matched subjects,

as well as of SZ antipsychotic-free [SZ(-

); n=12] and treated [SZ(+); n =12] subjects, expressed as mean +s.e.M. (bars)

percentages of an in-gel standard (100 %, pool of 22 PFC control samples). (2) Bottom panels are representative

immunoblots of ~75 kDa SNARE complex and f-actin for each set of experiments, which included standard samples (st),

and samples of C, SZ(-), SZ(+) and SD matched subjects. One-way ANOVA detected a significant difference between C, SZ and
SD groups (F,55=6.53, p=0.0027); ANOVA also detected a significant difference between C, SZ(-) and SZ(+) groups
(F3,45=9.75, p=0.0003); * p <0.01, ** p<0.001 compared to the corresponding C or SD group; " p <0.05 compared to SZ(-)
(ANOVA followed by Bonferroni’s test). () Content of 75 kDa SNARE complex quantified with the anti-SNAP-25 antibody

in prefrontal cortex (PFC/BA 9) of control subjects (C, n=15) and subjects with major depression (MD, n=15), as well as in
antidepressant-free [MD(-), n=>5] or antidepressant-treated [MD(+ ), n=10] MD subjects, expressed as mean +s.e.m. (bars)
percentages of an in-gel standard (100 %, pool of 15 PFC control samples). (b) Bottom panels are representative immunoblots of
~75 kDa SNARE complex and f-actin for each set of experiments, which included standard samples (st), and samples of C,
MD(-) and MD(+) matched subjects. Student’s t test (C vs. MD) and one-way ANOVA [C, MD(-), MD(+)] did not detect

significant differences between groups. The molecular masses of

referenced standards.

related to drug effects; (3) munc18-1a and syntaxin-1A
showed an inverse relationship in SZ, regardless of
antipsychotic exposure; (4) synaptobrevin, SNAP-25,
synaptotagmin, and synaptophysin were unchanged
in SZ, SD and MD, and synaptobrevin in SZ was
down-regulated by antipsychotics; and (5) the
~75kDa SNARE complex was reduced in SZ (un-
altered in SD and MD), a decrease associated with
antipsychotic treatment.

Munc18-1 is an essential molecule of the exocytotic
apparatus (Rizo & Stidhof, 2002; Verhage et al. 2000)
that works in concert with syntaxin-1A and other
SNARE (synaptobrevin and SNAP-25) proteins
to promote synaptic vesicle fusion, trafficking and
neurotransmitter release (Deédk et al. 2009; Han ef al.
2010; Rathore et al. 2010; Toonen & Verhage, 2007).
Munc18-1 has two alternative splice forms: munc18-1a

~75 kDa SNARE complex and f-actin were estimated from

(neuronal expression) and muncl8-1b (ubiquitous
expression), which differ in the 24 amino acids of the
N-terminal domain (Hata & Stidhof, 1995; Swanson
et al. 1998). In the present study, muncl8-la and
muncl8-1b isoforms were distinctly identified as
~67 kDa monomers in PFC/BA 9 (grey and white
matter) by using selective antibodies (munc18-1 was
localized in the cytosol, membranes and nucleus; see
also Sharma et al. 2005). The results demonstrate a
normal content of both munc18-1 isoforms in PFC/BA
9 of antipsychotic-free SZ subjects as well as in SD and
MD subjects, suggesting that suicide (SZ, SD, MD) and
antidepressant drug exposure (MD) are not determi-
nant factors to alter basal munc18-1 in these disorders.
Moreover, muncl8-la and synaptobrevin were re-
duced in PFC/BA 9 of SZ subjects under antipsychotic
treatment (synaptobrevin was reported unchanged
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in this cortical region of psychotropic-treated SZ
subjects; Scarr et al. 2006). Similarly, chronic clozapine
treatment in rats was shown to down-regulate (20%)
the expression (mMRNA) of Secl/munc18-1 in the PFC
(Kontkanen ef al. 2002). A recent proteomic study
(Behan et al. 2009), validated by Western blotting, re-
ported significant increases (18-24%) of munc18-1
(STXBP1) in PFC membrane microdomains (pool of
grey matter) of SZ subjects, which were not related to
antipsychotic treatment. In that study (Behan et al.
2009), the antibody used (anti-STXBP1 polyclonal
antibody; Synaptic Systems GmbH, Germany; no
further details were given) appears to indicate that
muncl8-1b was the quantified isoform (Synaptic
Systems immunogen: peptide DTLKKLNKTDEEISS,
residues 580-594; see Supplementary Table S3 for com-
parison with Sigma Chemical immunogen: peptide
KLLDTLKKLNKTDEEISS, residues 577-594). Another
proteome study also showed a significant up-
regulation of munc18-1 protein (2.5-fold, not validated
by immunoblotting) in the thalamus of chronically
antipsychotic-treated SZ subjects (Martins-de-Souza
et al. 2010). These findings contrast with the reported
marked reduction (~50%) of muncl8-1 (protein
amount co-immunoprecipitated with syntaxin-1) in
PFC/BA 10 of SZ subjects, exposed and not exposed to
psychoactive drugs (Castillo et al. 2010). Therefore,
the basal status of munc18-1 protein (munc18-1a/b or
a specific muncl8-1 isoform) and the effects of anti-
psychotics in PFC of SZ subjects are not concordant
across the few post-mortem studies performed to
date (Behan et al. 2009; Castillo ef al. 2010; Martins-
de-Souza et al. 2010; present study).

Syntaxin-1A also has a central role in the process of
exocytosis, mainly through its complex interaction
with munc18-1 (Gerber et al. 2008; Han et al. 2010; Hu
et al. 2011; Rathore et al. 2010; Rizo & Stidhof, 2002;
Toonen et al. 2005). Interestingly, SZ and syntaxin-1A
have been genetically linked (Wong et al. 2004), and
syntaxin-1A knockout mice display abnormal behav-
iours related to SZ (Fujiwara et al. 2010). The phos-
phorylation of syntaxin-1 at Ser was shown to inhibit
its interaction with muncl18-1, which resulted in a
marked reduction of secretion in neuroblastoma cells
(Rickman & Duncan, 2010). Recently, the amount of
p-Ser* syntaxin-1, but not total syntaxin-1, was found
reduced in PFC/BA 10 of SZ subjects, which was
associated with a decrease in the formation of a
~110kDa SNARE complex (Castillo et al. 2010).
However, in the present study total syntaxin-1A was
markedly increased in PFC/BA 9 of antipsychotic-free
(51%) and antipsychotic-treated (35%) SZ subjects.
The up-regulation of syntaxin-1A appears to be a

specific feature of SZ because its content was not
altered in SD and MD subjects. This finding agrees
well with early post-mortem studies that reported
increases of syntaxin protein and/or mRNA in SZ
cortical regions (Gabriel et al. 1997; Honer et al. 1997,
2002; Sokolov et al. 2000). However, in other studies
two syntaxin isoforms (33/35kDa) were reported
unchanged in PFC/BA 9 of psychotropic-treated SZ
subjects (Scarr ef al. 2006). In the current study, it is
striking that neuronal munc18-1a (but not munc18-1b)
and syntaxin-1A showed an inverse correlation in the
same SZ brain samples, regardless of antipsychotic
drug exposure. This abnormal relationship indicates
that the normal balance between the interactive part-
ners muncl8-la and syntaxin-1A is lost in SZ brains,
which suggests that the observed up-regulation of
syntaxin-1A could represent a compensatory mech-
anism to counteract some presynaptic deficits postu-
lated in this disorder (see Behan et al. 2009; Castillo
et al. 2010).

SNARE complexes (heterotrimers built with synap-
tobrevin, SNAP-25 and syntaxin-1A), whose for-
mation is mainly regulated by munc18-1, play a major
role in the docking of synaptic vesicles at presynaptic
terminals and consequently in neuroexocytosis (Deak
et al. 2009; Rizo & Stidhof, 2002; Toonen & Verhage,
2007). Changes of monomeric synaptobrevin and
syntaxin in SZ brains have been discussed above. The
content of monomeric SNAP-25 protein was un-
changed in PFC/BA 9 of SZ subjects (Scarr et al. 2006;
current study), but it was higher (with decreased
mRNA expression) in a small cohort of subjects with
bipolar I disorder (Scarr et al. 2006). In the context of
mental disorders, an early post-mortem study re-
ported significant increases of SNARE complexes
(~121/150 kDa) in PFC of SZ and MD subjects who
committed suicide (Honer et al. 2002). In contrast, a
SNARE complex of ~110kDa was shown to be re-
duced (35%) in PFC/BA 10 of SZ subjects with a low
content of p-Ser" syntaxin-1 (only four SZ cases were
analysed) (Castillo ef al. 2010). In the present study,
native SNARE complexes were identified by SNARE
antibodies as immunoreactive bands of ~75kDa
and ~110kDa in rat (cerebral cortex) and human
(PFC/BA 9) brains. Notably, these SNARE complexes
were highly resistant to post-mortem degradation
(up to 102 h), which revealed their high stability. The
nature of these SNAREs was further assessed in vitro
demonstrating the disassembly of both ternary com-
plexes and the dynamic relationship with their com-
ponents. The ~75kDa SNARE complex was chosen
for quantification in SZ because it was readily ident-
ified by the three SNARE antibodies (the ~110kDa



SNARE was not detected with the anti-synaptobrevin
antibody) and also because it most closely approxi-
mated the M, (~72 kDa) of the expected heterotrimer
(13kDa synaptobrevin, 34 kDa syntaxin-1A, and
25 kDa SNAP-25). However, various SNAREs might
be needed for fast vesicle fusion in synapses
(Mohrmann et al. 2010). Since the synaptic core com-
plex is formed by four SNARE motifs, two from
SNAP-25 and one each from synaptobrevin and
syntaxin (see Rizo & Stidhof, 2002), the anti-SNAP-25
antibody was preferentially chosen for SNARE
quantification. In addition, the anti-SNAP-25 antibody
better revealed the enriched presence of the ~75 kDa
SNARE complex in membrane fractions (high con-
tent), the expected subcellular localization of the
complex. Under these experimental conditions, the
~75 kDa SNARE complex was not altered in PFC/BA
9 of antipsychotic-free SZ subjects, but exposure to
antipsychotic drugs was associated with a reduced
SNARE content. This SNARE down-regulation agrees
well with the decreases of munc18-la and synapto-
brevin associated with antipsychotic medication
in PFC/BA 9 of the same SZ subjects (see above).
Interestingly, this ~75kDa SNARE complex was
normal in PFC/BA 9 of SD and MD subjects, indicat-
ing that suicide (SZ, SD, MD) and antidepressant
treatment (MD) do not influence its expression in these
disorders. These results contrast with previous
SNARE studies, which reported increases (Honer et al.
2002) or decreases (Castillo et al. 2010) of different
SNARE ternary complexes (110-150 kDa) in PFC of SZ
subjects.

In the present study, the content of synaptophysin,
a calcium-binding vesicular glycoprotein (not part of
the SNARE complex) used as a marker of synaptic
density and synaptogenesis (Calhoun et al. 1996), was
unchanged in PFC/BA 9 of SZ subjects (regardless of
antipsychotic exposure) confirming previous negative
data on synaptophysin (protein and /or mRNA) in that
cortical brain region (Eastwood et al. 2000; Scarr et al.
2006). However, lower synaptophysin contents were
reported in other cortical and non-cortical brain re-
gions of SZ subjects (Davidsson et al. 1999; Eastwood
et al. 2000).

The discrepancies between post-mortem brain
studies on the regulation of the exocytotic machinery
in SZ (e.g. Behan et al. 2009; Castillo et al. 2010; Honer
et al. 2002; present study) might be related, inter alia,
to the heterogeneity among control and experimental
subjects (race, gender, age), the existence of SZ diag-
nostic subtypes, the different brain areas analysed
including subareas within the PFC, the different ex-
perimental approaches used including antibodies, the
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number of experimental samples analysed, and the
previous exposure to psychoactive drugs. Moreover,
the long-term effects of antipsychotics on munc18-1
and SNARE proteins appear to be different in brains of
SZ subjects and laboratory rats. For example, the con-
tent of munc18-1, syntaxin-1, SNAP-25, and/or synap-
tobrevin was similar in SZ subjects exposed and
not exposed to antipsychotics (Barakauskas et al. 2010;
Behan et al. 2009), but some of these presynaptic pro-
teins (MRNA and/or protein) and phosphorylated
syntaxin-1 were up-regulated or down-regulated in
chronically antipsychotic-treated rats (Barakauskas
et al. 2010; Barr et al. 2006; Castillo et al. 2010;
Kontkanen et al. 2002; MacDonald et al. 2005). These
contrasting findings of antipsychotic drugs in human
and rat brains could be related to drug interactions
with specific molecular dysfunctions in SZ that are
not present in normal laboratory rats. In the present
study, the comparison between antipsychotic-free
(n=11-12) and antipsychotic-treated (n=10-12) sub-
jects with SZ provided strong evidence that long-term
exposure to these drugs is associated with down-
regulation of muncl8-1a, synaptobrevin and possibly
syntaxin-1A, and consequently with decreased
~75 kDa SNARE complex in PFC/BA 9, which could
result in a destabilization/impairment of neuro-
secretion. In marked contrast with SZ, subjects with
MD (and regardless of antidepressant treatment)
did not show any significant abnormality in the con-
tent of presynaptic proteins and ~75kDa SNARE
complex in PFC/BA 9, suggesting a normal function-
ing of the exocytotic machinery in MD (see Scarr et al.
2006 for changes of presynaptic proteins in bipolar I
disorder).

In conclusion, the present study demonstrates that
abnormalities in some components of the synaptic
exocytotic machinery are involved in the pathogenesis
of SZ. A potential imbalance of the interaction between
proteins of the SNARE complex (mainly syntaxin-1A)
and muncl8-la could underlie the cortical dys-
functions of glutamatergic and dopamine neuro-
transmission hypothesized in SZ. Furthermore, the
down-regulation of muncl8-la and ~75kDa SNARE
complex associated with antipsychotic drugs opens
the possibility of a new molecular target related to
pharmacological activity of chronic antipsychotic
treatment.

Note

Supplementary material accompanies this paper on
the Journal’s website (http://journals.cambridge.org/

pnp).
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Behavioral, neurochemical and morphological
changes induced by the overexpression of munc18-1a
in brain of mice: relevance to schizophrenia

L Urigiien™®, | Gil-Pisa'?, E Munarriz-Cuezva'?, E Berrocoso', J Pascau'®, ML Soto-Montenegro', A Gutiérrez-Adan®, B Pintado®,
JLM Madrigal'’, E Castro'®, P Sénchez-Blézquez'*, JE Ortega™>*, MJ Guerrero', M Ferrer-Alcon'®, JA Garcia-Sevilla'', JA Mic6™,
M Desco™>'2, JC Leza"’, A Pazos"®, J Garzon™® and JJ Meana'??

Overexpression of the mammalian homolog of the unc-18 gene (munc18-1) has been described in the brain of subjects with
schizophrenia. Munc18-1 protein is involved in membrane fusion processes, exocytosis and neurotransmitter release.
A transgenic mouse strain that overexpresses the protein isoform munci18-1a in the brain was characterized. This animal
displays several schizophrenia-related behaviors, supersensitivity to hallucinogenic drugs and deficits in prepulse inhibition
that reverse after antipsychotic treatment. Relevant brain areas (that is, cortex and striatum) exhibit reduced expression
of dopamine D, receptors and dopamine transporters together with enhanced amphetamine-induced in vivo dopamine release.
Magnetic resonance imaging demonstrates decreased gray matter volume in the transgenic animal. In conclusion, the mouse
overexpressing brain munc18-1a represents a new valid animal model that resembles functional and structural abnormalities in
patients with schizophrenia. The animal could provide valuable insights into phenotypic aspects of this psychiatric disorder.
Translational Psychiatry (2013) 3, €221; doi:10.1038/tp.2012.149; published online 22 January 2013

Introduction prefrontal cortex of subjects with schizophrenia have shown
increases of munc18-1 in membrane microdomains of
the gray matter.'® Moreover, antipsychotic treatment seems
to be associated with a lower content of key proteins of the
exocytotic machinery, which could results in a destabilization/
impairment of neuroexocytosis.'!

Schizophrenia is a chronic and disabling psychiatric disorder
that affects about 1% of the population worldwide. Symptoms
of schizophrenia include positive, negative and cognitive
deficits.! The hypothesis that dopaminergic mechanisms play
Eg;:poonr';agtf r;)r:(; ”r]nt:; Zegggst?és'ggagz (;fbsocur,l[lztﬁzhé?: ;Z:;ﬁ . Alterna.tive splicing of.the gene coding for munp1 8-1 res.ults
In addition, in vivo neuroimaging studies have demonstrated in two variants, the long isoform (munc18-1a, brain and retina)

P ; B 12,13
reduced gray matter volume in patients with schizophrenia.®* and th? ubiquitous ShOFt.ISOfOFm (munc18 1t.))' .
Although the processes involved in the development A wide number of animal models of schizophrenia have

14
of schizophrenia remain unclear, it has been suggested that been developed ™ in an effort to reproduce one or more of the

dysfunctions in neuroexocytosis could be a key point in the symptorr}slcibsle:cvedﬂ:n hturgansf. t,:nlmal E]Od.els reprgseln.t a
pathophysiology of the disorder.® very useful tool for the study of the mechanisms underlying

The proteins responsible for the mechanism of schizophrenia-like behaviors and for the evaluation of the

; ; ; o 14,15 ;

membrane fusion and neurotransmitter release (SNAP-25, :herapeu.tlc efficacy of antlpsychotlctsH . Ln this cont;a)g(t_,1a
syntaxin-1A and synaptobrevin) form the SNARE (soluble ransgenic mouse overexpressing the isolorm muncic-ia
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein recep- protein was. developgd to assess whether abnormalities
tors).® Munc18-1 interacts with syntaxin-1A and other SNARE of gxocytogls machinery could lead to emergence of
proteins, and influences all of the steps leading to exocytosis, schizophrenic phenotypes.

including vesicle recruitment, docking and membrane
fusion.”® It has been proposed that abnormalities of
munc18-1 and/or SNARE proteins might participate in the
pathogenesis of schizophrenia underlying dysfunctional Al animal studies were performed in accordance with the
neuroexocytosis.>° Thus, proteomic studies in postmortem  European Directive for the Protection of Vertebrate Animals

Materials and methods
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used for experimental and Other Scientific Purposes
(European Union Directive #86/606/EEC). All animals were
3- to 6-month-old males.

Generation of the transgenic animal. Animals were
created by pronuclear microinjection to C57BL6/CBA
embryos.'® A sequence of 2848 nucleotides from the
GTRAP3-18 promoter was amplified by PCR and cloned
using the Kpnl-Sall sites, in the right anterior position of
human Munc18-1a cDNA (NIH_MGC_94), in the pCMV-
Sporté commercial vector. The construct was digested
and the transgene microinjected in mouse embryo. This
transgene fragment, in addition to the GTRAP3-18 promo-
ter and the cDNA sequence for Munc18-1a (clone
IRAVp968D0260D, www.imagenes-bio.de), contained a
SV40 polyadenylation site for mRNA stabilization. Four
transgenic founders were produced and in three of them
(lines L3, L7 and L8), the transgene was Mendelian fashion
transmitted. Immunoblotting analysis showed that line L8
did not display increased expression of munci18-1a
(Supplementary Figure S1) while line L3 presented impaired
breeding. After initial animal characterization of the three
lines (data not shown), line L7 (termed as Munc18-OE) was
selected for further assays.

Quantitative real-time PCR. QRT-PCR was performed
with a StepOne™ thermocycler using a TagMan™ assay
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) specifically
designed for recognizing munc18-1a. Data were analyzed
with the StepOne™ Software v2.1 (Applied Biosystems). This
procedure has been described earlier.'”

In situ hybridization. Sections (20 um) were thaw mounted
onto slides and pre-treated using a protocol previously
described.' An oligonucleotide complementary to mouse
munci8-1a mRNA was labeled with [3°S]dATP. After
incubation with the labeled probe, slides were washed, air
dried and exposed to films together with '*C microscales at
—20°C for 4 weeks. Experiments were quantified using
Scion Image system (Scion Corporation, Frederick, MD,
USA).

Immunoblotting. Immunoblotting procedures were carried
out as described earlier.’® Briefly, electrophoresis was
carried out and membranes were incubated with specific
antibodies (Supplementary Table S1). Later, the membranes
were incubated with the respective secondary antibodies,
visualized on X-ray film by chemiluminescence and quanti-
fied by densitometry.

Immunofluorescence. The brains were fixed by
transcardial perfusion (4% paraformaldehyde) and cryopro-
tected in 30% sucrose. The sections (30 um) were blocked
and incubated at 4 °C with anti-munc18-1a antibody. Sec-
tions were washed and incubated with the secondary
antibody. Fluorescence microscopic analyses were per-
formed with a Nikon microscope (Kanagawa, Japan). Twenty
different fluorescence images were carried out in each
mouse. Gray intensities in arbitrary units were measured in
each image.
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Novelty-induced hyperactivity. Mice were placed indivi-
dually in the center of an open field and spontaneous
locomotion was evaluated for 105 min with a computerized
video-tracking system (SMART, PanLab, Spain).

DOIl-induced head-twitch. Mice were injected with
1mgkg ' ip. of DOI (2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine)
and, 5min after injection, recorded for 10 min.2° Subsequent
head-twitch response (HTR) was scored.

Elevated plus maze. Mice were individually placed in the
maze and time spent in open-arms and number of entries to
open-arms were evaluated for 5min.?!

Social interaction. Pairs of mice from different home-cages
were placed together and the time that mice socially interact
was measured for 5min.?!

Novel object recognition test. Animals were given two
sample sessions and one test trial. In sample 1, the animal
was allowed 5min to explore four identical novel objects
(object A) arranged in a triangular shape. In sample 2, the
animal explored four new identical objects (object B)
arranged in a rectangular shape. Finally, the animal was
given a test trial in which two copies of object B were placed
as in sample 2, one copy of object A was placed as it had
been in sample 1, and one copy of object A was newly
located. Exploration was recorded and scored for investiga-
tion time of each object in both sample and test sessions.

Prepulse inhibition of the startle reflex. Mice were placed
in a startle chamber (PanLab, Spain) and then subjected to a
pseudo randomized combination of: (1) 10 pulse-alone trials
consisted of a single white noise burst; (2) 10 prepulse-alone
trials for each prepulse intensity; (3) 10 prepulse—pulse trials
for each prepulse intensity; (4) 10 presentations of no
stimulus trial, in which only the background noise was pre-
sented. Prepulse inhibition (PPI) was calculated as a percen-
tage score: %PPI=[100 — (startle response to prepulse +
pulse trial)/(startle response to pulse-alone trial)] x 100.
Amphetamine-induced behavioral sensitization. Mice
were injected with amphetamine (5mgkg~', ip.) and
spontaneous locomotion was evaluated with a computerized
video-tracking system (SMART, PanLab) for 105min after
injection.

In vivo microdialysis and chromatographic analysis.
Animals were anesthetized and placed in a Kopf stereotaxic
frame. Intracerebral probes (Cuprophan 2mm membrane)
were implanted in the striatum (coordinates AP + 1.2mwm,
L +1.5mm, DV —3.2mm) or in the prefrontal cortex
(AP +2.0mm, L +0.3mm, DV —3.4mw)® and fixed
to the skull. The next day, mice were connected to a
fraction collection system for freely moving animals.?®
Basal values were obtained by no-net-flux method
and response to amphetamine (5mgkg~"' i.p.) was calcu-
lated over basal values. Dopamine (DA) concentrations
were measured by HPLC coupled to an electrochemical
detector.
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Caspase-3. Caspase-3 activity was measured by cleaving
the selective substrate Ac—Asp—Glu—Val-Asp—AFC (Biomol
International, Plymouth Meeting, PA, USA). Brain cortex was
homogenized and centrifuged, and samples were incubated
in a total volume of 100 pnl comprised of 80 pul detection buffer.
After incubation, cleavage of the substrate was detected
measuring fluorescence with a Fluoroscan Ascent reader
(Labsystems, Waltham, MA, USA).

Lipid peroxidation. Brain cortex was sonicated and depro-
teinized with 40% trichloroacetic acid and 5M HCI, followed
by the addition of 2% thiobarbituric acid in 0.5m NaOH.
The reaction mixture was heated at 90°C for 15min and
centrifuged at 12000 x g for 10min. The pink chromogen
was measured at 532nm in a Beckman DU-7500 spectro-
photometer (Beckman Coulter, CA, USA).

Volumetric study of gray matter. Animals were anesthe-
tized with sevoflurane (4% for induction and 2% for main-
tenance in 100% O,). Images were acquired with a Bruker 7/
210 USR MRI scanner (Bruker Instruments, Billerica, MA,
USA). A T2-weighted spin echo sequence was acquired with
the following parameters: 256 x 256 matrix size covering a
field of view of 20mm, repetition time 3100s, echo time
35ms, 37 slices with slice thickness 0.4 mm. Cerebral gray
matter differences between groups were studied applying
VBM (voxel-based morphometry) methodology with SPM5
software package (Statistical Parametric Mapping, Wellcome
Department of Cognitive Neurology, London, UK). Tissue
probabilities maps, created with wild-type (WT) and R6/2
transgenic ¢57 mice, were provided by the author of the
spmmouse extension.?* VBM statistical analysis consisted of
a Student’s t-test, with the gray matter volume as a covariate,
and FDR (false discovery rate) correction for multiple compari-
sons. Significant results were accepted for P<0.01 (corrected
for FDR) and a minimum cluster size of 200 voxels.

Data analyses and statistics. Data were analyzed with
GraphPad Prism™ 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA), except for volumetric assay of gray matter. Results are
expressed as mean = s.e.m. values. Data were analyzed by
using unpaired Student’s t-test, one-way or two-way analysis
of variance tests followed by Bonferroni post hoc test
for multiple comparisons. The level of significance was set
to P<0.05. All tests were two tailed.

Results

Selective overexpression of munci8-1a in the brain of
transgenic mice. Munc18-1a expression was driven by the
GTRAP3-18 promoter, which regulates EAAT3, a neuronal
product expressed in glutamatergic and GABAergic
neurons.?>2® Increased expression of munci8-1a was
observed in the brain cortex of the transgenic Munc18-OE
mice by QRT-PCR (Figure 1a). An anatomical distribution of
the mRNA encoding for munc18-1a protein was observed by
in situ hybridization through different structures of the mouse
brain. The specificity of munc18-1a mRNA labeling was
demonstrated by the displacement with unlabeled oligonu-
cleotide (Figure 1bA, B and C). Thus, strong hybridization
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signals were observed in the cerebellum. Intermediate
signals were detected over piriform cortex and, at a lesser
extent, in hippocampus (CA1, CA3 and dentate gyrus) and
some cortical areas such as entorhinal cortex (Figure 1bA, B
and C). Using this technical approach, a significant increase
in the munc18-1a mRNA labeling was observed in cerebel-
lum and piriform and entorhinal cortex of Munc18-OE when
compared with WT control animals (Figure 1c). Munc18-1a
protein immunodensity increased in the brain cortex of
Munc18-OE mice (Figure 1d) while munc18-1b did not
change (Figure 1e). Enhanced munc18-1a protein immuno-
fluorescence (Figure 1f) was found in cortex, hippocampus
and cerebellum of the Munc18-OE mice (Figure 1g).

SNARE complex components. Neurotransmission pro-
cesses are subjected to the control of exocytosis machinery,
in which SNARE complex proteins play the key role.?”
Syntaxin-1A, SNAP-25 and synaptobrevin, as well as
synaptotagmin, did not change in the brain cortex of
Munc18-OE mice. Stable heterotrimeric SNARE complexes
in cortex showed no differences between Munc18-OE and
WT controls (Supplementary Figure S2).

Schizophrenia-related phenotype. Munc18-OE and age-
and sex-matched WT controls were subjected to a battery of
tests for investigating schizophrenia-related behaviors.
Munc18-OE mice spent less time exploring the center
(Figure 2a) and more time the periphery (Figure 2b) of the
open-field, consistent with an anxiety-like phenotype. In the
novelty-induced hyperactivity test, the Munc18-OE mice
exhibited increased locomotor activity during the first
5min, which is described as a schizophrenic-like beha-
vior'®28 (Figure 2c). No differences were found in the
holeboard test for exploratory behavior (Supplementary
Figure S3a) or in the rotarod test for motor coordination
(Supplementary Figure S3b). In the elevated plus-maze test,
Munc18-OE mice spent less time in the open-arms
(Figure 2d) while decreased the number of entries to the
open-arms (Figure 2e). These results reveal a high grade of
aversion to unprotected spaces displayed by the Munc18-OE
mice, which could mimic some of the negative symptoms of
schizophrenia.

Deficits in social functioning represent a core negative
symptom in schizophrenia and provide a quantifiable ‘nega-
tive symptom-like’ behavior in animal models."*"%2° Munc18-
OE mice showed a decrease in social interaction (Figure 2f).
There were no changes in immobility time in the forced swim
test in Munc18-OE mice (Supplementary Figure S3c),
suggesting the absence of depressive-like symptoms.

Serotonin 5HT,4 hallucinogenic drugs induce a quantifiable
HTR in rodents that is not induced by non-hallucinogenic
5HT,a agonists. There are data supporting the HTR as a valid
behavioral proxy of positive symptoms of psychosis in mice.*°
Munc18-OE mice exhibited an increased HTR to administra-
tion of the hallucinogen 5HT,, agonist drug DOI (Figure 2g)
when compared with WT controls.

Memory deficits in Munc18-OE mice were investigated by
testing the animals on an episodic memory task for objects
(‘what’), their locations (‘where’) and the order in which they
were experienced (‘when’) (Figure 2h). Munc18-OE mice

w
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Figure 1 Characterization of Munc18-OE transgenic mice. (a) Quantitative real-time PCR study showed significant increased mRNA levels of munc18-1a in the brain
cortex of Munc18-OE mice (unpaired ttest *P<0.05 versus W|Id type (WT) controls). (b) Representative autoradiograms showing the distribution of munc18-1a mRNA in
coropal sections of WT controls (A, B, C) and transgenic Munc18 mice (A, B, C) The specificity labeling was demonstrated by the displacement with unlabeled oligonucleotide
(A B, C) Note the increase of mRNA signal in cerebellum and piriform cortex. Pir, piriform cortex; CA1, CA1 field of hippocampus; CA3, CA3 field of hippocampus; DG,
dentate gyrus; CB Cx, Cerebellum cortex. Bar: 2 mm. (c) Expression of mRNA encoding for munc18-1a in Munc18-OE and WT control mice evaluated by in situ hybridization.
Significant increases of munc18-1a mRNA levels were obtained in different brain regions of Munc18-OE (unpaired t-test *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.005 versus WT
control group). (d) Increased immunodensity of munc18-1a protein in the brain cortex of Munc18-OE mice (unpaired ttest **P<0.005 versus WT controls). Representative
immunoblots of munc18-1a and B-actin in WT controls and Munc18-OE mice. (e) As a negative control, no differences were found in munc18-1b protein expression between
Munc18-OE and WT controls. (f) Representative images of munc18-1a distribution in WT (left panels) and Munc18-OE (right panels) at 10 x , green (munc18-1a) and blue
(nuclei) in cortex (cx), hippocampus (hp) and cerebellum (cb). (g) Increased immunofluorescence in different brain areas of Munc18-OE mice (unpaired ttest **P< 0.005 and
***P<0.0001 versus WT controls); cx, cortex; hp, hippocampus; cb, cerebellum; str, striatum. Data are mean + s.e.m.; the number of animals is indicated in parentheses or
inside plot bars.
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exhibited significant lower score in the memory for ‘what’. the Morris water-maze test (Supplementary Figure S3d),
Moreover, a significant decrease in score for ‘where’ memory indicating that spatial memory is not affected in these
was also found in Munc18-OE mice as well as in ‘when’ transgenic animals.

memory. These data suggest alterations in recognition Since PPI deficits have been reported in schizophrenia

memory processes, which have been described to be patients,32 Munc18-OE and WT mice were subjected to the
disrupted in schizophrenia.®! No differences were found in PPI test in order to evaluate sensorimotor gating processes.
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Figure 2 Overexpression of munc18-1a leads to schizophrenia-related behaviors. (a, b) Decreased central locomotion following exposure to a novel environment and
increased exploration of the peripheral area in Munc18-OE transgenic mice (repeated-measures analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post hoc test,
**P<0.01 and ***P<0.001 versus wild-type (WT) controls). (c) Increased locomotor activity of the transgenic mice during the first 5 min in novelty-induced hyperactivity test
(unpaired t-test *P< 0.05 versus WT controls). No differences between Munc18-OE and WT controls were found in total distance traveled in open field. (d) Munc18-OE mice
displayed anxiety-like behavior in the elevated plus maze, as shown by the decreased time in open-arms (unpaired t-test *P< 0.05 versus WT controls) and the decreased
number of entries into open-arms (e) (unpaired t-test **P< 0.01 versus WT) (f) The social interaction test revealed decreased time of interaction elicited by transgenic Munc18-
OE mice (unpaired ttest **P<0.01 versus WT controls). (g) Increased sensitivity to hallucinogenic-like action in Munc18-OE mice as shown by the increased number of head-
twitch responses to DOI (1 mgkg ", i.p.) administration (unpaired t-test *P<0.05 versus WT controls). (h) Transgenic Munc18-OE mice exhibited altered episodic memory as
shown in the novel-object recognition test. Decreased score in memory for objects (what), their locations (where), and the order in which they were experienced (when)
(unpaired t-test *P<0.05 and **P<0.005 versus WT controls). (i) Munc18-OE mice showed impaired prepulse inhibition (PPI) of the acoustic startle reflex across prepulse
intensities (two-way analysis of variance (ANOVA) ***P < 0.001 for genotype factor; unpaired t-test *P< 0.05 and **P< 0.005 versus WT controls). Impairment of the PPl was
completely reversed in the transgenic mice after clozapine (1.5mgkg ~ ' i.p.) administration (unpaired ttest P < 0.05 versus transgenic animals with saline). No differences
were found in the startle amplitude between Munc18-OE and WT controls. Data are mean + s.e.m.; the number of animals is indicated in parentheses or inside the plot bars.

Munc18-OE mice exhibited a significant decrease in the PPI
of the acoustic startle reflex at different intensities (Figure 2i),
while no differences were found in the startle amplitude
between transgenic Munc18-OE and WT controls. Acute
clozapine (1.5mgkg~' i.p.) reversed the PPI deficits in
Munc18-OE mice while exerted no changes in WT controls
(Figure 2i).

Dopaminergic system alterations. DA signaling dysregu-
lation has been proposed as a crucial component of the
pathophysiology of schizophrenia.? D; receptor density
decreased in both cortex and striatum of Munc18-OE mice
(Figure 3a) while D, receptor density did not change
(Figure 3b). Similar alterations of D4 and integral components
of its signal transduction pathways have been found in
patients with schizophrenia.3®*** The DA membrane
transporter (DAT) is a critical regulator of DA neurotransmis-
sion in the brain. Due to the difficulty of DAT immunodetec-
tion in cortical regions, striatal DAT was evaluated and a
strong decrease was found in Munc18-OE mice (Figure 3c).
These data are in accordance with those studies reporting an
in vivo decrease of DAT in patients with schizophrenia.®®
This decrease of DAT suggests that intracellular pools

of DA would probably be altered. Therefore, TH (tyrosine
hydroxylase) was evaluated and results showed increased
density in both cortex and striatum of Munc18-OE mice
(Figure 3d). Basal extracellular concentrations of DA in both
regions were no different between Munc18-OE mice and
their controls. However, administration of a single dose of
amphetamine (5mgkg ™" i.p.) induced an enhanced loco-
motor hyperactivity (Figure 3e) and higher increase of
extracellular DA in both prefrontal cortex (Figure 3f) and
striatum (Figure 3g) of Munc18-OE when compared with WT
controls. Similar supersensitivity to amphetamine-induced
increase of DA release has been described in schizophrenic
patients when evaluated by in vivo neuroimaging.3®

Glutamate receptors. Abnormalities in glutamate neuro-
transmission have been implicated in major psychiatric
disorders such as schizophrenia.®” No changes of mGIuR2
and mGIuR3 receptors (Supplementary Figure S4a),
AMPAR1, AMPAR2/3/4 (Supplementary Figure S4b), NR1
and NR2A (Supplementary Figure S4c) protein subunits
were found in the brain cortex of Munc18-OE mice. No
changes of the glutamate signaling activation protein PSD95
were observed (Supplementary Figure S4d). Src, a kinase

o
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Figure 3 Alterations of dopaminergic system components. (a) Munc18-OE mice displayed decreased dopamine D, receptor density versus wild-type (WT) controls in both
cortical and striatal brain regions (unpaired t-test “P<0.05 and **P<0.0001 versus WT controls). Representative immunoblots of dopamine D, receptor and B-actin in WT
controls and Munc18-OE mice. (b) No differences were observed in dopamine D, receptor immunodensity between transgenic Munc18-OE and WT control mice. (c) Striatal
dopamine transporter (DAT) was strongly decreased in Munc18-OE mice (unpaired t-test *P<0.001 versus WT controls). Representative immunoblots of DAT and f-actin in
WT controls and Munc18-OE mice. (d) Munc18-OE mice exhibited an increase of the dopamine synthesizing enzyme tyrosine hydroxylase (TH) in both cortex and striatum
(unpaired ttest *P<0.05 and ***P< 0.0001 versus WT controls). Data bars of immunoblots are mean (percentage over controls) + s.e.m.; the number of animals is indicated
in parentheses. (e) Increased motor activity in Munc18-OE mice (A) versus WT controls (O ) following a single injection of 5 mg kg ~ ' i.p. of amphetamine (Amph) (repeated-
measures two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post hoc test, *P<0.05 and **P<0.01 versus WT). (f, g) Effect of Amph (5mgkg ~ ' i.p.) on
extracellular DA concentrations in the prefrontal cortex (f) or striatum (g) of Munc18-OE mice (@) and their WT controls (O) expressed as percentage of DA basal
concentration values (two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, *P<0.05 and ***P<0.001 versus WT controls). The mean of the six first samples were
considered basal values and assumed as the 100% value. Values were expressed as percentage of the basal values. Points are mean * s.e.m.; the number of animals is
indicated in parentheses.

that phosphorylates and subsequently activates NR2A OE (Figure 5d). Oxidative insults are well-established
subunits, was also evaluated and no differences were found triggers of apoptosis and oxidative stress has been impli-
(Supplementary Figure S4e). cated in the pathophysiology of schizophrenia.®® Munc18-OE
exhibited an increase of inducible nitric oxide synthase
In vivo volumetric study of gray matter loss. Numerous (NOS2) density in the brain cortex whereas no changes were
findings from imaging studies strongly support that decre- observed in cyclooxygenase 2 (COX2) or in neuronal nitric
ments of gray matter volume are involved in schizophre- oxide synthase (NOS1) (Figure 5e). Malondialdehyde (MDA)
nia.®* The magnetic resonance imaging (MRI) volumetric cortical levels were quantified to test whether lipid peroxida-
study revealed a significant reduction of gray matter volume tion could be altered in Munc18-OE animals although
in Munc18-OE mice (Supplementary Table S2) in right and no changes were found (Figure 5f).
left temporal cortex (Figure 4a), prefrontal-olfactory cortex
(Figure 4b) and cerebellar lobe (Figure 4c). . .
Discussion
Changes in apoptotic and inflammatory markers. This study demonstrates that munc18-1 is involved in the
Several studies have suggested a role of apoptotic pathways development of behavioral, neurochemical and morphological
in the cortical brain volume deficits in schizophrenia.®® Fas changes that resemble those observed in schizophrenia.
receptor showed no changes in Munc18-OE mice Munc18-OE mice seem to fulfill the validity requirements for
(Figure 5a), FADD protein increased and no changes were  an animal model of schizophrenia.'* 1528 Thus, the transgenic
observed in p-Ser191-FADD (Figure 5b). Caspase-3 activity Munc18-OE animal: (a) was developed on the basis of
(Figure 5¢) and PARP-1 density did not change in Munc18- precvious findings in human brain of subjects with
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schizophrenia'®'" (construct validity); (b) exhibits schizo-
phrenia-related phenotypes (face validity); and (c) normalizes
PPI deficits following antipsychotic drug treatment (predictive
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validity). Furthermore, the present study strongly supports the
hypothesis that abnormalities in exocytosis play a key role in
the pathophysiology of schizophrenia.

Dysregulation of munc18-1 in postmortem brain of schizo-
phrenic subjects is still controversial. Thus, increased
expression in membrane microdomains, '° unaltered expres-
sion in total protein'' and decreased coimmunoprecipitation
with syntaxin-1 of munc18-1° have been described in the brain
of schizophrenic subjects. The Munc18-OE mouse design
was based on the overexpression of the munc18-1 protein'®
and the downregulation exerted by antipsychotics'" in human
brain.

Overexpression of munc18-1 induces a spectrum of
behaviors that correlates with symptoms observed in schizo-
phrenia.?® This model displayed anxiety-like behaviors and
aversion to unprotected new situations as observed in
novelty-induced hyperlocomotion or elevated plus-maze
tests. It has been described that patients with schizophrenia
often develop additional comorbid conditions, including
anxiety disorders.*® On the other hand, animals overexpres-
sing munc18-1 did not present a depressive-like behavior, at
least in the test used in this study for evaluation of depressive
behaviors. Deficits in social functioning, which represent a
core negative symptom in schizophrenia,?® were also present
in these transgenic mice as revealed the decreased social
interaction. Moreover, these mice displayed cognitive altera-
tions that resemble cognitive deficits observed in
schizophrenia.*°

The PPI deficits observed in Munc18-OE mice evidenced
the existence of profound alterations in sensorimotor gating
processes. PPl test has been considered as an excellent tool
for studying the neural basis of schizophrenia due to the
relevance of deficits in filtering sensorial and cognitive
information in the pathophysiology of this disorder.®® The fact
that the atypical antipsychotic clozapine completely reversed
the gating deficit strongly supports the Munc18-OE as an
animal model that mimics schizophrenia. In addition, the
increase in hallucinogenic-like response susceptibility, as
demonstrated the effects of DOl administration, might indicate
that Munc18-OE is a good model for this positive core
symptom of psychosis and schizophrenia.

DA signaling dysregulation has been proposed as a crucial
component of the pathogenesis of schizophrenia® and it has
been suggested that abnormal cognitive functioning in schizo-
phrenia is related to altered DA function in the prefrontal cortex.3

The Munc18-OE mice showed a decrease of D4 without
changes of D, receptor protein in both brain cortex and
striatum. Studies in humans have shown controversy
about D; receptor in schizophrenia. Some binding
studies have reported decreased prefrontal D4 receptors in

<
Figure 4 Volumetric reduction in gray matter of Munc18-OE transgenic mice.
(@) A reduction in volume in temporal cortex was observed, P<0.01, K=200
voxels, T=5.66 (left side) and 6.02 (right side). (b) A reduction in volume in
prefrontal-olfatory—cingulate cortex was shown, P<0.01, K=200 voxels,
T=8.11, as well as in (c) cerebellar lobe P<0.01, K=200 voxels, T=5.25.
Images were analyzed according to voxel-based morphometry (VBM) methodology
(see Materials and methods for details). Color bar indicates potency of significance
level, from O (less potency) to 8 (more potency).

~
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Figure 5 Apoptotic pathways and inflammatory markers. (a) No changes in Fas receptor density (glycosylated form), evaluated by western blot, were found in cortex of
Munc18-OE mice. Representative immunoblots of Fas receptor and B-actin in WT controls and Munc18-OE mice (b) FADD (dimeric form) significantly increased in Munc18-
OE mice (unpaired t-test *P<0.05 versus WT controls) while phosphorylated p-191 FADD (oligomeric form) remained unchanged. Representative immunoblots of FADD,
p-191 FADD and -actin in WT controls and Munc18-OE mice. (¢) No changes were found in caspase-3 activity. (d) No aberrant changes were observed in the proteolytic
cleavage of nuclear PARP-1. Representative immunoblots of PARP-1, 85 fragment and B-actin in WT and Munc18-OE mice. (e) An increase of inducible nitric oxide synthase
(NOS2) was detected in the brain cortex of Munc18-OE (unpaired t-test *P < 0.05 versus WT controls). The Munc18-OE mice did not present changes in the pro-inflammatory
enzyme ciclooxygenase 2 (COX2) and in neuronal nitric oxide synthase (NOS1). Representative immunoblots of NOS2/COX2/NOS1 and B-actin in WT controls and Munc18-
OE mice. (f) Lipid peroxidation was studied by measuring the levels of malondialdehyde (MDA) in the brain cortex of Munc19-OE and WT controls. No changes were found in
cortical MDA of Munc18-OE mice when compared with their WT controls. Data bars are mean (percentage over controls) £ s.e.m.; the number of animals is indicated in

parentheses or inside the plot bars.

schizophrenia,*4! while others have found no changes*? or

even an increase in D4 binding potential.*® Increased binding
of Dy does not necessary represent an overexpression of the
receptor, since it might be due to an increase in receptor
affinity.** Despite these confusing data, it has been postulated
that both upregulation and downregulation of D, receptors
in the prefrontal cortex are closely related to cognitive
symptoms.®3%3 D, receptors are widely expressed in striatal
areas and their regulation in schizophrenia is also a focus of
discussion. Imaging studies have found no changes of D,
receptors in treatment-naive patients with schizophrenia,*®
while in post-mortem human tissue it has been reported an
increase of D, receptor in striatal areas** or even no changes
in prefrontal cortex.’® Moreover, the relationship between
increases of D, receptors and exposure to antipsychotics is
not still well established and D, upregulation in schizophrenia
might be induced by neuroleptic long-term treatment.*446
The DA membrane transporter (DAT) is a critical regulator
of dopaminergic neurotransmission in the brain. In this animal
model, overexpression of munc18-1a led to a strong down-
regulation of DAT in striatum. As occurs with DA receptors,
also the status of DAT in the brain of subjects with
schizophrenia remains unclear. However, DAT knockout mice
have provided an opportunity to model in vivo conditions of
extreme dopaminergic dysfunction.*” DAT knockout mice
exhibit impairment in social interaction*® and deficits in PPI
that are attenuated after antipsychotic administration.*® It has
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been postulated that in the absence of DAT, extracellular DA
clearance from synaptic cleft slows down, which leads to the
downregulation of DA receptors.*” The observed strong
decrease of DAT in Munc18-OE might contribute to gating
deficits and social dysfunction. TH was strongly overex-
pressed in cortex and striatum of Munc18-OE. Equivalent TH
overexpression has been demonstrated under conditions of
chronic blockade of DAT by cocaine administration.®°
Because of the D4 receptor abnormalities, the reduction of
presynaptic DAT and the overexpression of TH, it is tempting
to speculate the presence of hyperdopaminergia in the brain
of Munc18-OE mice. Hyperactivity of presynaptic DA term-
inals has been proposed to be a key component of
schizophrenia®®' and should be reflected in alteration of
extracellular DA concentrations under in vivo conditions.
Although basal DA concentrations in the brain cortex and
striatum of Munc18-OE were not modified, amphetamine
challenge promoted an enhanced release of DA when
compared with controls. Similar findings have been reported
by in vivo neuroimaging in patients with schizophrenia.3®
Moreover, the enhanced sensitivity of extracellular DA to
amphetamine administration in Munc18-OE is concordant
with the hyperlocomotion observed in these animals in
response to amphetamine. In fact, this hyperactivity has been
proposed as a valuable model for psychosis and positive
symptoms of schizophrenia. All these data reveal that the
dopaminergic dysfunction in Munc18-OE animals might be
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representative of the spectrum of symptoms observed in
humans with schizophrenia.

Imaging studies suggest that schizophrenia is a brain
disease involving decrements of gray matter volume.®* The
significant decrease of gray matter in temporal and prefrontal—
olfactory cortex as well as in cerebellar lobe of Munc18-OE
when evaluated by MRI revealed the importance of this model
for the study of the schizophrenia pathogenesis. Although
mechanisms underlying the decrease of cortical brain volume
in schizophrenia are unknown, it could suggest a role of
apoptotic pathways in these deficits.*® Changes of apoptotic
pathways in cortex of Munc18-OE mice were scarce but a pro-
apoptotic trend in apoptosis pathways and susceptibility to
neural damage induced by elevated NOS2 might be con-
tributing to the reported decreases of gray matter. Further
studies beyond this exploratory analysis of the Munc18-OE
phenotype are necessary to establish the mechanisms
leading from munc18-1a overexpression to regional brain
loss of gray matter.

Since schizophrenia is a disorder with non-well understood
origin, pathogenesis, and pathophysiology, animal models
could contribute to decipher the key components of the
disease and its response to treatment. In this context, the
present study demonstrates that dysfunctions of munc18-1
are relevant for the development of a wide spectrum of
behavioral, neurochemical and anatomical alterations that
may resemble schizophrenic symptoms and/or neurobiologi-
cal findings observed in subjects with schizophrenia.
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