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RESUMEN

El suicidio representa una de las principales causas de muerte en todas las
edades y supone un importante problema de salud publica. Durante los ultimos
afnos diversas investigaciones se han centrado en caracterizar las alteraciones
neuroquimicas que subyacen a la conducta suicida con el objetivo de identificar
potenciales biomarcadores que ayuden a prevenirla.

Diferentes estudios han demostrado el papel del receptor cannabinoide CB,
(rCBy) en la respuesta al estrés, ansiedad y depresiéon. Teniendo en cuenta la
estrecha relacion entre diferentes trastornos afectivos y la conducta suicida, el
objetivo del presente trabajo consiste en investigar las potenciales alteraciones
del rCB; en sujetos suicidas.

Para ello, se analiz6 la expresion del gen del rCB,, isoforma A, en la corteza
prefrontal dorsolateral (DLPFC) y en la amigdala (AMY) de sujetos suicidas (S;
n=18) sin historia previa de patologias psiquiatricas y sin previo tratamiento
farmacoldgico, y sus correspondientes controles (C; n=15) mediante la técnica
PCR a tiempo real (Rt-PCR). Los resultados muestran una reduccion
estadisticamente significativa del rCB, en DLPFC (-30%) y AMY (-40%) de los
S en comparacién con sus respectivos C.

Estos hallazgos suponen un paso mas en la caracterizacion del rCB; y
refuerzan su funcion en la regulacion de las respuestas emocionales. Futuros
estudios son necesarios para evaluar la potencial utilidad terapéutica del rCB;

en el tratamiento y/o prevencion de la conducta suicida.



1. ANTECEDENTES

El suicidio representa una de las principales causas de muerte en todas las
edades y supone un importante problema de salud publica. Se estima que 1,5
millones de personas falleceran por suicidio en 2020 en todo el mundo®, un
dato alarmante que justifica la necesidad de investigar esta patologia con el fin
de prevenirla.

La conducta suicida puede aparecer como consecuencia de factores
genéticos, eventos adversos, traumas o0 situaciones de estrés, y suele
asociarse a trastornos mentales que incluyen desoérdenes afectivos,
esquizofrenia o abuso de sustancias. Concretamente, los trastornos del animo
incrementan en un 20% el riesgo de suicidio. Aproximadamente el 50% de los
casos de suicidio padecen un trastorno de depresién mayor, el 15-20% padece
trastornos de ansiedad, mientras que un reducido ndmero de casos no
presenta historia clinica de patologias psiquiatricas?, lo cual apunta a que este
comportamiento también puede darse en personas sanas.

En los Ultimos afios, diversos estudios postmortem se han centrado en
esclarecer las alteraciones neurobioldgicas que subyacen al comportamiento
suicida®. Los resultados demuestran la implicacién de diferentes sistemas
neuromoduladores como los sistemas serotoninérgico, dopaminérgico y
noradrenérgico®®. Recientemente, resultados preliminares destacan la
potencial implicacibn de otro sistema neuromodulador, el sistema
endocannabinoide (SEC), que es capaz de regular gran variedad de procesos
fisiologicos del organismo y que se ha visto implicado en numerosas patologias
psiquiatricas.

Este sistema se compone de diferentes ligandos endogenos, receptores,
enzimas de sintesis y degradacion. Existen dos grandes familias de
cannabinoides endogenos (CE), la N-araquidoniletanolamina (anandamida;
AEA)" y el 2-araquidonilglicerol (2-AG)® °. Tanto el sistema de transporte de
estos ligandos como los procesos implicados en su sintesis y metabolismo son
independientes. La AEA es sintetizada por la accion de la enzima
fosfodiesterasa selectiva de N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD), mientras
que el 2-AG se sintetiza por la accidn de la enzima diacilglicerol lipasa (DAGL).
Asimismo, la AEA es metabolizada por la accion de la enzima amidohidrolasa
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de éacidos grasos (FAAH) localizada en neuronas postsinapticas
contrario, el 2-AG es metabolizado en la neurona presinaptica mediante la

accion de la monoacilglicerol lipasa (MAGL)'?* (Figura 1).
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Figura 1. Caracterizacién del SCE
MAGL: enzima monoacilglicerol lipasa, 2-AG: 2-araquidonilglicerol, EMT: sistema de
transporte de cannabinoides endégenos, NAT: enzima N-aciltransferasa, NArPE: N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina, NAPE-PLD: enzima fosfodiesterasa selectiva de N-
acil-fosfatidiletanolamina, FAAH: enzima amidohidrolasa de acidos grasos, DAGL:

enzima diacilglicerol lipasa.



La sintesis y liberacion de los CE se produce en respuesta a cambios en la

actividad neuronal*¢8

, a diferencia de la mayoria de neurotransmisores (NT)
gue son sintetizados y almacenados en vesiculas sinapticas hasta su
liberacién. Una vez liberados, actian como NT retrégrados a nivel sinaptico y
se unen a receptores especificos acoplados a proteinas G para ejercer su
accion®®: el receptor cannabinoide CB; (rCB;) y el receptor cannabinoide CB;
(rCBy).

El rCB1 se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro de roedores y
humanos. En ratas, este receptor se expresa en regiones como hipocampo
(HIP), AMY, hipotdlamo medial, talamo, sustancia negra (SN), tronco del
encéfalo y cerebelo, entre otros. También se localiza en tejidos y células no
neuronales como astrocitos, microglia y oligodendrocitos®. La expresién del
rCB; en areas cerebrales relacionadas con la respuesta al estrés, ansiedad y
depresion como el HIP y la AMY, supuso el punto de partida para investigar el
papel de este receptor en numerosas patologias psiquiatricas®*’. El empleo de
ratones modificados genéticamente ha permitido observar que los ratones
desprovistos del gen del rCB; (CB;-/-) presentan una mayor vulnerabilidad
frente a estimulos estresantes, ansiogénicos y que promueven un estado

|28, 29

depresivo, asi como alteraciones en la plasticidad neurona y en el eje

hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HPA), implicado en la respuesta al estrés® 3!,
Asimismo, la activacion farmacolégica del rCB; en roedores, mediada por la
administracion de agonistas del receptor, se ha relacionado con efectos

3234 por el

antidepresivos y aumento de los procesos de neurogénesis
contrario, el bloqueo del rCB1, producido por el antagonista SR-141716A, se
relaciona con efectos depresivos tanto en ratas como en humanos. Cabe
destacar que el compuesto SR-141716A (Rimonabant®), empleado en el
tratamiento de la obesidad, fue retirado del mercado tras registrarse varios
casos de suicidio® %,

En contraposicion, menos se conoce en relacion al papel del rCB..
Inicialmente fue considerado como el receptor cannabinoide periférico
atribuyéndole funciones en el sistema inmune y hematopoyético debido a su
identificacion en tejidos periféricos, como bazo de rata, y células del sistema
inmune, como determinadas subpoblaciones de leucocitos en humanos®” .

Ademas, solamente se pudo detectar expresion del rCB, en el cerebro en
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determinadas condiciones patolégicas como las placas seniles en enfermos de
Alzheimer y en las proximidades de tumores®**. Sin embargo, en el afio 2005,
Van Sickle y colaboradores describieron por primera vez la expresion del rCB;
en neuronas del tronco cerebral de rata, raton y hurén en condiciones
normales*®. Estos hallazgos se completaron posteriormente con la
caracterizacion de la expresion del rCB, en cerebro de rata (Figura 2A)*" y

ratén (Figura 2B)*.

Bregma 2.70 mm

Bregma -11.30 mm

Figura 2A. Localizacion rCB,en el cerebro de rata
Representacion esquematica de las fibras inmunoreactivas para el receptor CB, en el
cerebro de rata correspondientes a diferentes niveles rostrocaudales respecto al
bregma: +2.70 mm (A), +0.20 mm (B), =1.40 mm (C), -3.14 mm (D), -5.60 mm (E),
-11.30 mm (F). Los circulos negros representan somas neuronales inmunopositivos y
las X representan fibras y terminales nerviosas inmunoreactivas®’.
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Figura 2B. Localizacion rCB,en el cerebro de ratén
CPu: nuacleo caudado-putamen, Acc: nucleo accumbens, Cg: corteza cingulada, Amy:
Amigdala, Hipp: Hipocampo, VMN: nucleo ventromedial del hipotalamo, ARC: nucleo
arqueado, Sn: sustancia negra, DR: nucleo dorsal del rafe, MnR: nucleo medial del
rafe.

La amplia distribucién del rCB; en el cerebro en condiciones no patolégicas
llevd a reconsiderar el papel del presente receptor en diferentes procesos y
patologias del Sistema Nervioso Central (SNC). En este sentido, el empleo de
animales modificados genéticamente y diferentes estudios farmacoldgicos han
permitido corroborar la implicacidén del rCB; en la respuesta al estrés, ansiedad
y depresion. El ratén transgénico que sobreexpresa el rCB; en el SNC (CB2xP)
presenta un endofenotipo resistente frente a estimulos ansiogénicos y
depreségenicos. Estas alteraciones comportamentales se acompafian de
modificaciones en dianas estrechamente relacionadas con la respuesta al
estrés, ansiedad y depresion, como el eje HPA y el Factor Neurotréfico
Derivado del Cerebro (BDNF)** *°. Por el contrario, la ausencia del rCB, se
asocia con una mayor vulnerabilidad frente a estimulos ansiogénicos y que
promueven un estado depresivo, como han demostrado los estudios llevados a
cabo con el ratén desprovisto del rCB; (CB,-/-)*°.

Estudios farmacoldgicos complementarios muestran como la administracion
cronica del antagonista del rCB,, AM630, presenta efectos antidepresivos en el

modelo de estrés cronico leve, que van acompafados de un aumento del



BDNF*8. Por otra parte, la administracién subcrénica del AM630 también ha
demostrado presentar efectos ansioliticos asociados a alteraciones en las
principales subunidades ansioliticas del receptor GABA (subunidades alfa-2 y
gamma-2) en el HIP y en la AMY®. Todos estos hallazgos muestran la
importancia funcional de rCB; en la regulacion de trastornos como la depresion
y la ansiedad, y destacan la relevancia de este receptor como posible diana
terapéutica en el tratamiento de estas patologias.

De manera paralela, también se han hallado evidencias que sugieren la
participacion del rCB, en esquizofrenia. El ratbn CB,-/- presenta rasgos
similares a los observados en pacientes esquizofrénicos, como alteraciones en
la inhibicion prepulso, que posteriormente fueron revertidas tras la
administracion de farmacos antipsicéticos como la risperidona®.

Teniendo en cuenta la estrecha relacién entre algunas de estas patologias
psiquiatricas y alteraciones cognitivas, se ha evaluado la implicacion del rCB;
en la regulacion de los procesos cognitivos. Los ratones CB,-/- presentan un
déficit cognitivo e importantes variaciones morfoldégicas (nUmero de sinapsis, y
determinados marcadores como MAP-2, NF-200 y sinaptofisina) y moleculares
(BDNF, receptor de glucocorticoides, via mTOR) en el HIP*2.

De manera conjunta, los resultados obtenidos refuerzan el papel de los
receptores cannabinoides en la reactividad emocional y sugieren su potencial
utilidad terapéutica en diferentes patologias psiquiatricas. En este sentido, y
considerando la estrecha relacion entre dichas patologias y la conducta suicida,
algunos estudios han analizado el papel del SCE en el suicidio. Destacan las
investigaciones llevadas a cabo por el grupo de Hungund y colaboradores en
suicidas depresivos, donde se hallé una mayor densidad y activacién del rCB;
en la corteza prefrontal®®. De manera complementaria, Vinod y colaboradores
observaron un incremento de la activacion del rCB; en la corteza prefrontal de
sujetos suicidas alcohélicos™. Estos resultados sugieren que la sensibilizacién
de la activacién del rCB; en la corteza prefrontal se encuentra mas relacionada
con el suicidio que con la patologia previa, en este caso alcoholismo o
depresion. Asimismo, se han detectado alteraciones en la via cAMP-PKA-
CREB en la DLPFC de suicidas depresivos®. Teniendo en cuenta que el rCB;
actia como elemento neuromodulador GPRC, su activacion podria aumentar la

capacidad de las proteinas Gi para inhibir la enzima adenilato ciclasa,
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contribuyendo asi al descenso de la actividad de la via cAMP-PKA-CREB, que
desempefia un importante papel en la fisiopatologia de la depresion y suicidio.
Sin embargo, las causas etiopatoldgicas implicadas en la reduccion de la
actividad del rCB; en suicidas siguen sin conocerse a dia de hoy.

El objetivo del presente trabajo es profundizar en la implicacion del SCE en
el suicidio. Para llevarlo a cabo se examind la expresion génica del rCBy,
isoforma A, en la DLPFC y AMY de sujetos suicidas. Generalmente, los
estudios postmortem se realizan en muestras de pacientes depresivos, sin
embargo, la interpretacion de los resultados puede ser confusa y estar alterada
por el hecho de que los pacientes estuvieran bajo tratamiento farmacologico
con antidepresivos y/o ansioliticos durante meses o afios previos al suicidio. De
este modo, las potenciales alteraciones observadas en pacientes suicidas con
depresion pueden ser debidas a adaptaciones neuroquimicas Yy/o
neuromoleculares inducidas por la administracion repetida de los farmacos,
mas que por las alteraciones subyacentes a la conducta suicida. Por ello, la
expresion génica del rCB,, isoforma A, se analizé en sujetos suicidas sin
historial clinico de depresién, ansiedad o cualquier otra patologia psiquiatrica y
sin previo tratamiento farmacolégico con antidepresivos o ansioliticos que

pueda interferir en los resultados.
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2. OBJETIVOS

Analizar las potenciales alteraciones del rCB; en sujetos suicidas. Para ello,
se analizé la expresion génica del rCB,, isoforma A, mediante la técnica PCR a
tiempo real en la DLPFC y AMY de sujetos suicidas (S; n=18) y sus
correspondientes controles (C; n=15), teniendo en cuenta que los sujetos
suicidas no tienen un historial clinico de depresion ni ansiedad y no han sido

tratados previamente con farmacos ansioliticos o antidepresivos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestras

Las muestras cerebrales que se utilizaron en este estudio se han obtenido
de autopsias realizadas por el Instituto de Medicina Legal de Alicante, de
acuerdo con el convenio establecido entre dicho Instituto, la Universidad Miguel
Hernandez de Elche y el Departamento de Justicia de la Comunidad
Valenciana.

Las muestras se clasificaron en dos grupos: suicidas (S) y controles (C). La
Tabla 1 presenta los datos demograficos y postmortem de cada uno de los
sujetos incluidos en el estudio. Todas los sujetos eran caucasicos (Espafa,
provincia de Alicante), varones y dentro de un rango de edad similar (C: 46 *
12 afios; S: 43 £ 17 afios), evitando asi que existiera variabilidad entre las
caracteristicas de las muestras que pudieran actuar como factores de
confusion. También se procuré que el intervalo postmortem, que indica el
tiempo que transcurre desde el fallecimiento hasta la realizacion de la autopsia,
fuera lo méas similar posible entre los sujetos (PMI, C: 15 + 7 h; S: 20 = 11 h).
Ademés, se ha tenido en cuenta un intervalo adicional, el intervalo de
refrigeracion, que consiste en el tiempo que transcurre entre el momento de la
muerte hasta la introduccion del cadaver en una camara refrigeradora (4° C)
(PMR, C: 4.43 £ 3.17 h; S: 3.51 £ 2.40 h). Ambos parametros son indicadores
indirectos de la integridad del ARN, y por lo tanto de la calidad del ARN,
imprescindible en todos los estudios de expresion génica.

Respecto a los criterios de exclusién, fueron descartados aquellos
individuos cuya historia clinica incluyera trauma cerebral, enfermedad del SNC
o abuso de drogas ilegales, asi como aquellos que estuvieran en tratamiento
farmacolégico con medicamentos indicados para enfermedades psiquiatricas
(antidepresivos, antipsicoticos, benzodiacepinas, etc). Para la deteccidn
toxicolégica de cocaina, opiaceos, alcohol, antidepresivos y otros farmacos
acidos y basicos, se emplearon los fluidos corporales (sangre, bilis, humor
acuoso y orina), siendo un resultado positivo un criterio de exclusién. Todos los
sujetos incluidos en el estudio dieron negativo en esta prueba y tampoco

cumplieron con los criterios de diagnostico de enfermedades psiquiatricas. Del
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mismo modo, no se hallaron autolesiones, ni intentos previos de suicidio o

parientes cercanos con historia de suicidio.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas e intervalos postmortem de las muestras
C y S. IPM: intervalo postmortem; RPM: intervalo postmortem hasta refrigeracion
(4°C).

Grupo Controles Grupo Suicidas

IPM RPM IPM RPM Causade la
Edad ) () Causa de la muerte | Edad ) ) muerte
49 7 7.5 Natural, Paro cardiaco 47 11 12 Suicidio,
Ahorcadura
47 | 22 130 Natural, Fallo 61 23 1.30 SUIEL,
respiratorio Ahorcadura
52 23 330 Natural, Paro cardiaco = 26 18  3.30 Seale:
Ahorcadura
64 16 6  Natural, Muerte stbita 57 = 20 8 Sele,
Ahorcadura
56 24 230 Natural,, Paro o5 7 10 Suicidio,
cardiaco Ahorcadura
Natural, Pancreatitis Suicidio,
e 2 7 aguda 2 =] i Ahorcadura
i Suicidio,
33 24 1.30 Natural, Muerte subita 41 10 2.30 e
Natural, Infarto de Suicidio,
o2 10 U= miocardio o g 1.30 Ahorcadura
20 19 130 Natural, Embolismo 30 20 4 Suicidio,
pulmonar Ahorcadura
64 18 230 Natural, I-!lpertrofla 36 21 5 Suicidio,
cardiaca Ahorcadura
19 6 4.30 Natural, Muerte subita 41 18 8 Suicidio,
Ahorcadura
40 19 2 Natural, Muerte subita 22 18 6 Suicidio,
Ahorcadura
38 11 1.30 Natural, Muerte subita 66 27 5 Suicidio,
Ahorcadura
50 20 = 7.30  Natural, Muerte sibita 18 = 12 2 Suicidio,
Precipitacion
39 4 3 Natural, Muerte stbita =~ 66 18  2.30 SeEle,
Ahorcadura
Suicidio,
78 20 2:30 Ahorcadura
Suicidio,
46 L 2.30 Ahorcadura
Suicidio,
86 18 230 Ahorcadura
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3.2. Diseccion cerebral

Las muestras cerebrales se encontraban almacenadas en el interior de una
camara refrigerada a una temperatura de -70°C. Posteriormente, fueron
seccionadas en seis piezas mayores (cuatro l6bulos corticales, ganglios
basales - diencéfalo y tronco cerebral - cerebelo). Para realizar la diseccion se
utilizé hielo seco, una superficie de acero, un cuchillo para realizar el corte, un
bisturi y un cuchillo de microdiseccién (de Graefe).

En primer lugar, se descongelaron las muestras de DLPFC y AMY de
ambos grupos desde -70°C a -20°C. Se prepar6 una superficie de acero sobre
hielo seco para mantener la temperatura Optima y asegurar la buena
conservacion de las muestras. Seguidamente se realizé el corte con maxima
precaucion, sujetando cada bloque de tejido sobre la superficie de acero, con
ayuda del cuchillo y el bisturi para una mayor precision. Cada seccion obtenida
se introdujo en un tubo eppendorf de 1,5 mL autoclavado. Al finalizar la
diseccion, el tejido cerebral era devuelto de inmediato a la camara refrigerada a
-70°C.

3.3. Evaluacién de la integridad del ARN (RNA integrity number
- RIN)

Previamente al analisis de la expresion génica del rCB,, se evalud la
integridad del ARN de cada una de las muestras. Para ello, se calcul6 el
namero de integridad del ARN (RIN), que determina el grado de degradacion
de éste. Inicialmente, se aisl6 el ARN total a partir del tejido congelado de
DLPFC y AMY, usando el reactivo TRI (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Posteriormente, estas muestras se analizaron con el bioanalizador 2100
(Agilent Technologies, Madrid, Esparna) que permite detectar las bandas de
ARN ribosémico 18S y 28S. El RIN se calcula en funcién de la relacién
28S/18S. Los valores entre los que estd comprendido es 1-10, siendo 10 el
valor para una muestra con ARN de excelente calidad y 1 para una muestra

con ARN totalmente degradado.
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3.4. Analisis de la expresion génica del rCB,, isoforma A,

mediante PCR atiempo real (Rt-PCR)

Se realiz6 el andlisis de la expresion génica del rCB,, isoforma A, en
DLPFC y AMY de las muestras de los pacientes C y S. El ARN total se obtuvo
de las secciones de cerebro contenidas en los tubos eppendorf que se
prepararon previamente durante la diseccion. Para la extraccion de ARN total
se utilizé el Reactivo Tri (Applied Biosystems, Madrid, Esparfia). Con la ayuda
de un micropistilo se homogenizé cada muestra en su respectivo tubo
eppendorf. Tras la incubacion se realizé la separacion de fases, estando el
ARN solo en la fase acuosa, que se transfirié con extremo cuidado a un nuevo
tubo para el siguiente paso, la precipitacion. Tras obtener el pellet en el fondo
del tubo, se procedido al lavado de las muestras con etanol y posterior
resuspension del ARN, que se conservo en pequefias alicuotas de 10 pyL a una
temperatura de -80°C para evitar su degradacion. Para el ajuste de
concentraciones se utilizd un espectofotometro (Nanodrop), paso necesario
para que todas las concentraciones de ARN de las muestras estén igualadas y
asi poder retrotranscribir la misma cantidad de ARN.

La transcripcion inversa se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante
(Epicentro, Tech. Corp., Madison, Wisconsin). La expresion génica del rCB,,
isoforma A, se midié usando el Ensayo de Tagman (Tagman Gene Expresion
Assay) (el par de cebadores y la sonda que se utilizé fueron los siguientes:
cebador sentido, GGAAGAAAGAGAATATTGTTCAGTTGATT; cebador
antisentido, GCTGGCCTTGGAGAGTGACA; y la sonda Tagman MGB,
CCAGATGCAGCCGC)>® como colorante fluorescente de la doble cadena de
ADN, realizado mediante el Sistema Detector de Secuencia StepOne© (Applied
Biosystems, Madrid, Esparia). Todos los reactivos se obtuvieron de Applied
Biosystems y se siguieron los protocolos del fabricante. Todas las
combinaciones cebador-sonda fueron optimizadas y validadas para la
cuantificacion de la expresion génica. En este estudio se utilizaron dos genes
de referencia, la ciclofilina (PPIA, Hs99999904 ml) y sinaptofisina (SYP,
Hs00300531 _m1l), para asi asegurar la validez y reproducibilidad de los
resultados. Por cada muestra se prepard un duplicado para cada diana y gen
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de referencia, en dos placas diferentes (una para las muestras de la AMY y otra
para DLPFC).

Una vez acabada la Rt-PCR, se consideraron vélidas las muestras cuando
los valores de las desviaciones estandar entre los duplicados fueran menores
de 0,3 con el fin de evitar un pipeteado no homogéneo e incorrecto. Se
ajustaron los datos correspondientes a cada muestra respecto a los genes
enddgenos de referencia. La variacion en la abundancia de genes se determiné
utilizando la expresién matematica 2“' *’, de tal manera que los niveles de las

muestras S se expresan en relacién con los niveles de las muestras C.

3.5. Analisis estadistico

Mediante la prueba de t de Student se realizé el analisis estadistico de los
resultados de la expresion del rCB; para comparar el grupo C y S mediante el
programa Sigmaplot v11.0. Las diferencias se consideraron significativas

cuando la probabilidad de error era menor de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de la integridad del ARN total en el tejido
congelado de la cortex prefrontal y amigdala de S y C:
numero integridad del ARN (RIN)

En primer lugar, se analizaron todas las muestras de ARN total de las
regiones DLPFC y AMY con el bioanalizador Agilent 2100 para evaluar el valor
de RIN. Resulta imprescindible realizar esta evaluacion del nivel de calidad del
ARN con el fin de obtener resultados fiables en el estudio de la expresion
génica’®.

Los resultados indican que el valor medio de RIN fue superior a 6 (DLPFC:
S =6,046 =+ 0,11, rango: 5,75 a 7,00; C = 6,50 £ 0,18, rango: 6,00-7,40) (AMY:
S =6,611 £ 0,174, rango: 6.10 -7,40; C = 6,067 + 0,213, rango: 5,50 a 7,10),
por lo que las muestras presentan un nivel de calidad de ARN ¢éptimo para
poder realizar estudios de expresién génica®®. En la Figura 3 se pueden
observar los electroferogramas e imagenes de los geles representativas de las
muestras analizadas. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambas regiones (Figura 3A, 3B; t de Student: t=-0,744, p=0,461, 64 df), ni
entre Cy S (Figura 3C; t de Student, t=- 0,115, p=0,909, 64 df).

17



A. DLPFC

G| it
11 \
3 } } — 283
[ \
Q
E = } | } 18S
) |
- f i
5 | | | { |
: e | 1
104 | . |
& i / R EEEE |
1 H i A G | \
| it | e
\ \
0 5 0 1) 40 4‘5 50 5 60 65 [s]
Valor medio RIN =6.205+0.106
B. AMY
Ay &6
[ |
= : : 288
L | |
8 | " Al 185
e = | || i |
° | | I |
(SRR | | |
2 [ j | /] [
n W 1 |
b i | I'\ AL Al l
8 ! v‘| l‘ ‘—“-"(\f\-—-"“\-’\f“r"“f— iy \VLH \*.‘u\« \ I _
0 u =
B | ' J i | . , | ‘ |
. 5 30 3% 40 45 5 55 0 % (4
Valor medio RIN = 6.339+0.149
C. Valor glabal RIN (medla £ SEM)
CONTROLES 6.500+£0.185 6.067+0.213 6.256+0.151
SUICIDAS 6.046+0.110 6.611£0.174 6.277+0.111
6.205+0.106 6.339+0.149

Figura 3. Evaluaciéon del RIN en DLPFC y AMY de C vy S. Imagenes representativas
obtenidas del electroferograma que muestran el RIN medio de cada region: DLPFC (A)
y AMY (B). Tabla resumen que muestra los valores de RIN y los valores medios
globales en DLPFC y AMY (C).

18



4.2. Anadlisis de la expresion génica del rCB,, isoforma A, en la
DLPFCy AMY de Sy C mediante Rt-PCR:

Se observd una reduccion significativa de la expresion génica del rCB,,
isoforma A, en los S en las dos regiones analizadas. En la DLPFC se observo
una reduccién del 30% en los sujetos S respecto a sus C (Figura 4A; -30%;
prueba t de Student: t = 2,376, p=0,024, 31 df) y en la AMY, una reduccion del
40% en la expresion génica en S en comparacion con sus C (Figura 4B; - 40%;
prueba t de Student: t = 3,050, p=0,005, 31 df). Los resultados se representan
en la Figura 4 como la media del resultado obtenido con cada gen enddégeno

de referencia (PPIA y SYP) en cada placa duplicada.
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Figura 4. Andlisis de la expresién génica relativa del rCB,, isoforma A, en DLPFC
(A) y AMY (B) mediante Rt-PCR. La expresion génica relativa se calculo mediante el
método 2-AACt empleando dos genes de referencia (ciclofilina y sinaptofisina). Las
columnas representan las medias # error estandar de los valores 2-AACt obtenidos
para cada uno de los genes de referencia y muestras analizadas.
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5. DISCUSION

En la sociedad actual el suicidio representa un importante problema de
salud publica, siendo la decimotercera causa de muerte en el mundo.
Diferentes factores sociales, psicolégicos, ambientales, bioldgicos y culturales
pueden actuar, de manera acumulativa, como factores de riesgo para la
ideacion suicida. Segun el primer informe acerca de la Prevencion del Suicidio
realizado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2012 se
registraron unas 804.000 muertes por suicidio en todo el mundo. Teniendo en
cuenta el impacto devastador que provoca en la sociedad actual, se hace
necesario profundizar en el conocimiento de las alteraciones neurobiolégicas
que subyacen a esta patologia con el objetivo ultimo de poder identificar
potenciales biomarcadores y/o dianas farmacoldgicas que ayuden a prevenir
y/o tratar la conducta suicida.

Hasta la fecha las investigaciones llevadas a cabo han permitido relacionar
diferentes sistemas de neurotransmisién con el comportamiento suicida, como
los sistemas monoaminérgicos, opioidérgicos, glutamatérgicos y GABAEérgicos,
ademas de alteraciones en los procesos de neurogénesis®®®. Sin embargo,
ninguna de estas alteraciones resulta ser especifica de la conducta suicida.

Recientemente, el SCE también se ha relacionado con el suicidio. Estudios
preliminares muestran alteraciones en la expresion génica de rCB; en DLPFC
de individuos suicidas con historial de depresién®®. Estos resultados se han
corroborado posteriormente en suicidas alcohdlicos®. Por tanto, es probable
que las alteraciones del rCB; se relacionen mas con la conducta suicida que
con otras patologias previas como depresion o alcoholismo. Estos hallazgos
constituyen las primeras evidencias sobre la potencial participacion del SCE en
la neurobiologia del suicidio.

Con el objetivo de profundizar en el papel del SCE en la conducta suicida,
en el presente estudio se han analizado las potenciales alteraciones del rCB,
en sujetos suicidas. La expresion basal del rCB; en regiones como la DLPFC y
AMY (implicadas en la conducta impulsiva y en la modulacion de la respuesta
emocional), y la participacion de este receptor en patologias psiquiatricas
estrechamente relacionadas con el suicidio, como trastornos de ansiedad y

depresion, sugieren su potencial implicacion en el comportamiento suicida.
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Cabe destacar que la mayoria de los estudios postmortem mencionados
previamente se han llevado a cabo en sujetos con historial de depresion. Este
hecho dificulta la posibilidad de relacionar las alteraciones observadas en estas
muestras con la conducta suicida. La razon recae en que el tratamiento
farmacoldgico de los trastornos depresivos es complejo y los pacientes son
tratados diariamente con farmacos ansioliticos y/o antidepresivos, normalmente
durante afos, de tal manera que las alteraciones observadas en estas
muestras pueden deberse mas al tratamiento antidepresivo repetido que a la
conducta suicida. Partiendo de esta base, en este estudio se examino la
expresion génica del rCB,, isoforma A, en sujetos suicidas que no presentaban
diagnéstico de enfermedad mental o trastorno psiquiatrico subyacente, segin
las entrevistas a familiares, la evaluacion psicoldgica forense y la historia
clinica. Ademas, todos los sujetos incluidos dieron negativo en las analiticas
postmortem para cualquier sustancia de abuso o psicofarmacos. Por otra parte,
todas las muestras cerebrales examinadas en el presente estudio fueron
seleccionadas adecuadamente en cuanto a edad, sexo, intervalo postmortem y
RIN.

El andlisis de los datos presentados demuestra una reduccion significativa
de la expresion génica del rCB, en DLPFC y AMY de S en comparacion con C.
Estos resultados apuntan a que existe relacion entre la reduccién del rCB; en
DLPFC y AMY y la aparicion de alteraciones en el estado emocional. Tanto
DLPFC como AMY desempeiian un papel crucial en la toma de decisiones y en
la regulacion de las funciones cognitivas, de tal manera que las deficiencias en
las conexiones desde AMY a las areas corticales y subcorticales se relacionan
con alteraciones en la toma de decisiones y el comportamiento social®® °’.
Curiosamente, las disfunciones que se han encontrado en DLPFC de pacientes
gue han intentado suicidarse se han asociado con un deterioro de las funciones
ejecutivas y una mayor impulsividad, lo cual puede explicar el comportamiento
suicida [68, 69], teniendo en cuenta que una mayor impulsividad se relaciona
con un mayor riesgo de suicidio’® ™. Asimismo, cabe destacar que estudios
recientes sugieren la participacion del rCB; en la modulacién de la impulsividad
en ratones’®. Por consiguiente, los resultados obtenidos que muestran la
reduccion de la expresion del rCB; en areas involucradas en el control de la

toma de decisiones en sujetos suicidas constituyen la primera evidencia de la
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implicacion del rCB, como receptor clave en la neurobiologia del
comportamiento suicida.

A pesar de que la neurociencia todavia se encuentra lejos de la
comprension de todos los mecanismos bioldgicos especificos que subyacen al
suicidio, este estudio contribuye a esclarecer algunas cuestiones que hasta
hace una década eran imposibles de resolver. Son necesarias nuevas
investigaciones que examinen &reas cerebrales adicionales relacionadas con
trastornos emocionales y patologias psiquiatricas y que continlen
complementando la caracterizacion del SCE y su implicacion en ellas. Estos
estudios permitirdn determinar la potencial utilidad terapéutica del SCE en el
tratamiento de algunas patologias psiquiatricas que se asocien con riesgo de

suicidio.
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6. CONCLUSIONES

1. La expresion génica del rCB, (isoforma A) se encuentra reducida de
manera significativa en las regiones DLPFC y AMY de victimas suicidas.

2. rCB, desempefia un papel importante en la neurobiologia del suicidio.

3. Estos resultados sefialan al rCB, como una nueva diana terapéutica en
el tratamiento de enfermedades psiquiatricas que se asocien con riesgo
de suicidio.

4. Existe una potencial utilidad terapéutica del SCE para el tratamiento de

enfermedades psiquiétricas, incluyendo el suicidio.
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