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Abreviaturas

5-HT
ADN
Al

AID
AlV
AMPA
AOM
AQV
ARN
ATV
cc

Cg
CLZ
CM
COMT
CPFm
DA
DAB
DISC
CTB
CPFdI
DOI
GABA
GAD
GluR1
GluR2/3
IL

KA

LC
L-DOPA
oL
LSD
MD
MFB
MOp

serotonina

acido desoxiribonucleico

corteza agranular insular

corteza agranular insular, parte dorsal
corteza agranular insular, parte ventral
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico
nucleo olfativo anterior, medial

nucleo olfativo anterior, ventral

acido ribonucleico

area tegmetal ventral

cuerpo calloso

area cingulada

clozapina

nucleo centromedial del talamo
catecol-O-metiltransferasa

corteza prefrontal medial

dopamina

3,3-diaminobenzidina
alterado-en-esquizofrenia (gen)
Subunidad B de la toxina colérica
corteza prefrontal dorsolateral
1-(2,5-dimetoxi-4-yodofenil)-2-aminopropano
acido gamma-aminobutirico
descarboxilasa del acido glutamico
Subunidad 1 del receptor de glutamato
Subunidad 2/3 del receptor de glutamato
corteza infralimbica

kainato

locus coeruleus

L-dihidroxifenilalanina

corteza orbital lateral

dietilamida de acido D-lisérgico

nucleo mediodorsal del talamo

medial forebrain bundle (haz medial proencefalico)
area motora primaria



MOs
NA
NMDA
NR
OB
CPFo
ORB
PCP
PL
RD
Re
Rh
SN
TdT
TH
TPH
VLO
VO

area motora secundaria
nacleo accumbens
N-metil-D-aspartato
nucleos del rafe

bulbo olfatorio

corteza prefrontal orbital
corteza orbital

fenciclidina

corteza prelimbica

nucleo dorsal del rafe
nacleo taldmico reuniens
nucleo talamico romboide
substantia nigra
deoxinucleotidil transferasa terminal
Tirosina hidroxilasa
Triptéfano hidroxilasa
corteza orbital ventrolateral
corteza orbital ventral
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Introduccion

l. Introduccion:

1. El I16bulo frontal.

El 16bulo frontal es una de las estructuras
mas desarrolladas del sistema nervioso
central de los humanos, abarcando un
tercio de la corteza cerebral, su gran
desarrollo es un rasgo caracteristico de los
primates. Desde un punto de vista evolutivo,
la tendencia parece haberse dirigido a un
aumento en el tamafio y la importancia
relativa de esta estructura perteneciente al
neocortex. Por ejemplo, en el caso de la
corteza prefrontal (CPF), que corresponde a
la porcidn mas rostral del l6bulo frontal, el
aumento fue de 10 veces en el humano con
respecto al macaco y mil veces con
respecto al raton.

Ademas de la CPF, el I6bulo frontal (LF)
esta conformado por otras estructuras como
el area precentral que esta ubicada en la
superficie medial del hemisferio, y que
incluye el area motora secundaria (area 6
de Brodmann) y el area motora primaria
(drea 4 de Brodmann). En primates la
estimulacion de esta area produce
movimientos de los miembros inferiores, la
estimulacion de la parte media produce
movimientos de las extremidades
superiores y tronco y la estimulacion de la
parte inferior produce movimientos de la
cabeza y cuello.

Otra area incluida en el LF es el area
motora suplementaria (también denominada
area 6 de Brodmann) que no tiene una
participacién tan directa en el movimiento
como la anterior.

En el LF también encontramos el campo
ocular frontal que controla los movimientos
oculares voluntarios y el area del lenguaje
hablado descubierta por Paul Broca (areas
44, 45 de Brodmann) formando parte de la
CPF, la cual se describe en el proximo
apartado. Existe especializacion entre
hemisferios y esto se ve claramente en
esta funciéon, ya que el hemisferio
dominante, que suele ser el izquierdo, tiene
tendencia a involucrarla.

1.1 La corteza prefrontal.

Anteriormente  definida  por  criterios
citoarquitecténicos y actualmente definida
por criterios conectivo-funcionales,
corresponde al area cortical que recibe
proyecciones del nucleo medial dorsal del
talamo (MD) (Rose y Woolsey, 1947). Es
una corteza de asociacién que recibe
informacién de la mayoria de las estructuras
del cerebro y las procesa de una forma
compleja. Esto queda evidenciado en parte
en el hecho de que las neuronas
piramidales de esta corteza tengan en
promedio 23 veces mas espinas dendriticas
que una neurona piramidal de la corteza
sensorial. La funcion de la CPF sera
desarrollada con mayor profundidad en un
apartado especifico, sin embargo para
definirla debemos saber que esta implicada
en una gran cantidad de procesos
cognitivos: la memoria operativa o de
trabajo, las funciones ejecutivas, la toma de
decisiones, la planificacién del
comportamiento y el procesamiento de
sefales emocionales son solo algunos de
los aspectos en los que participa esta
estructura.

1.2 La corteza prefrontal en primates.

La corteza prefrontal de los primates, ha
sido subdividida en 3 regiones o redes, una
red dorsolateral (CPFdl) de caracter
cognitivo, una red orbital (CPFo) de
relevancia a nivel emocional, y una red
medial (CPFm) de caracter visceral-motor,
las dos ultimas muchas veces son tenidas
en cuenta juntas por sus similitudes y su
importancia en procesos socio-emocionales
(Amodio y Frith, 2006).

Brodmann destac6 que sus mapas del
mono y del ser humano no eran idénticos
(Brodmann, 1903). El observéd que las
homologias entre ambas especies no son
claras en las regiones prefrontal vy
cingulada. En el mapa humano, la CPFm es
ocupada principalmente por las areas 24,
25, 32 y 10, aunque Brodmann indico
particularmente que el area 32 no era
homodloga al area 32 del mono.
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La corteza prefrontal de monos contiene
areas intermedias, granular y agranular.
Las areas orbital y medial posteriores
presentan 5 capas agranulares, mientras
que el area orbital central presenta una
capa IV incipiente y se la puede llamar
intermedia. Finalmente, las areas orbitales
y mediales mas rostrales son comple-
tamente granulares al igual que el area
dorsolateral.

1.3 La corteza prefrontal en la rata.

La CPF de rata esta subdividida en tres
zonas generales: la lateral, que incluye el
area insular agranular dorsal (AID), y el
area insular ventral (AlV). La orbital que
incluye, la orbital lateral (ol) la orbital ventral
(ov) y orbital medial (om) . La CPFm que se
puede dividir en cingulado (Cg), Prelimbico
(PL) e infralimbico (IL).

Si bien todas esta areas emiten y reciben
proyecciones desde el MD, cabe aclarar
que su relacion con otras estructuras
cerebrales puede ser muy diversa por lo
que no es de extranar que también se
hayan encontrado diferencias funcionales
La caracteristica citoarquitectonica mas
importante de la corteza prefrontal de la
rata es que esta compuesta exclusivamente
de areas corticales agranulares a diferencia
de las estructuras homoélogas presentes en
los primates. Por este motivo Brodmann
considerd que los roedores no tenian una
corteza frontal comparable a la de los
humanos.

Posteriormente, se realizaron estudios que
demostraron la existencia de proyecciones
desde el MD hacia regiones corticales en la
rata, cumpliendo asi con el requisito
neuroanatémico que definid a la corteza
prefrontal en primates. De acuerdo con este
criterio, la corteza prefrontal incluye la
corteza medial ventral y lateral(Goldman-
Rakic and Porrino, 1985; Groenewegen,
1988; van Eden et al., 1998).

Uylings publicd una revision en el aino 2003
donde se discute la existencia o no de una
CPF en la rata, segun el autor existirian
correlaciones anatémico-funcionales entre
algunas areas de la CPF del roedor con la
de los primates, en particular la dorsomedial
se asemejaria a la CPFdI de los primates

i
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Figura 1: Diagramas de la corteza prefrontal de
rata. a) seccion sagital, 0.9 LL. b) Seccién
coronal unilateral, -3.5 AP rostral a bregma
(representado por la flecha vertical). Los
diferentes sombreados muestras tres
subdivisiones de la corteza prefrontal (medial,
ventral y lateral).; AID y AlV, corteza insular
dorsal y ventral; AOM y AOV, nucleo olfatorio
anterior medial y ventral; cc, cuerpo calloso;
ACgq, corteza cingulada anterior; gcc, genu del
cuerpo calloso; MO, LO, VLO y VO corteza
orbital medial, lateral, ventrolateral y ventral; M1,
area motora primaria; Prc, area motora
secundaria; OB, bulbo olfatorio; PL, corteza
prelimbica (Dalley, 2004)

A partir del patrén de proyecciones de la
zona PL e IL se deduce que la primera
participaria mas en las funciones limbico-
cognitivas (homodlogas a la CPFdl de




Introduccion

primates). Ambas areas, pero mas la IL,
proyectan a regiones que controlan la
actividad  auténomal/visceromotora. La
estimulacion de estas areas produce
cambios en la presibn sanguinea, la
respiracion, la motilidad gastrointestinal y el
ritmo cardiaco. Y ademas parecen estar
implicadas en la  modulacion  de
comportamientos relacionados con el miedo
(Milad y Quirk, 2002; Morgane et al., 2005).
También participarian en tareas de
atencion, de seleccibn de respuesta vy
memoria operativa (Brown and Bowman,
2002). Las lesiones en el area PL producen
déficit en tareas de respuesta retardada, al
igual que las lesiones dorsolaterales en
primates (Delatour y Gisquet-Verrier, 1999;
Delatour y Gisquet-Verrier, 2000).

1.4 La corteza prefrontal dorsolateral.

En primates corresponde a las areas de
Brodmann 9 y 46 segun un criterio
restrictivo. Es la parte “cognitiva” de la
corteza prefrontal. Esta corteza recibe
informaciéon de todas las modalidades
sensoriales y de las areas premotora vy
orbital (Groenewegen and Uylings, 2000),
tiene un gran numero de conexiones con
estructuras motoras no primarias del l6bulo
frontal medial (area motora suplementaria,
presuplementaria y cingulada rostral), y
lateral (corteza premotora), asi como con el
cerebelo y el coliculo superior.

1.5 La corteza prefrontal medial.

En la rata, incluye la regién cingulada
anterior (Cg1), area prelimbica (PL) y el
area infralimbica (IL). En primates algunos
autores utilizan la nomenclatura anterior,
para evitar confusiones aclaramos que esta
ubicacion es ocupada por las areas
Brodman 24 y 25. En ambos grupos estas
areas emiten una gran cantidad de
proyecciones a los nucleos subcorticales
que generan el alerta conductual, también
llamados Sistema Ascendente Activador.
Destacandose en este sentido las
proyecciones reciprocas al hipotalamo, por
su importancia en la vigilia, atencién vy

generacion de respuestas emocionales, su
relacién con el estrés y su posible influencia
en respuestas hormonales. Asi, la corteza
prefrontal medial no sélo controla las
respuestas vegetativas corporales, sino que
también controla la propia funcién cortical a
través de su accion sobre estos sistemas
(Saper, 2000; Floyd et al., 2001).

El area prelimbica es el lugar de
convergencia de proyecciones procedentes
de hipocampo, el nudcleo amigdalino, la
corteza entorrinal y el éarea infralimbica
hacia la corteza prefrontal es por esto que
se la identifica junto con la corteza orbital
como dominio limbico de la corteza
prefrontal, en el caso de esta estructura es
facil relacionar su patrén de conexiones con
su funcion (Groenewegen and Uylings,
2000).

1.6 La corteza prefrontal orbital.

En primates esta estructura corresponde a
las areas de Brodmann 11, 12, 13 y 14. Se
subdivide a su vez, en regiones lateral (OL),
ventrolateral (VL) y medial (OM), que
parecen ocupar las mismas areas en
primates y en humanos. Ademas la insula
agranular también forma parte de esta red
orbital. Una de las caracteristicas de la
CPFo de primales es la presencia de areas
intermedias o disgranulares.

1.7 Proyecciones.

La CPF esta fuertemente interconectada
con muchas estructuras tanto corticales
como subcorticales, y por regla general se
trata de conexiones reciprocas.

Algunos autores han propuesto que esta
caracteristica de la CPF es la base de la
memoria de trabajo ya que podria generar
un sistema reverberante que mantendria
activa la informacién por cortos periodos de
tiempo, sobre todo teniendo en cuenta su
relacién con areas corticales de asociacion
sensoriales y otras areas tales como el
hipocampo y la corteza entorrinal
(Funahashi, 1989; GoldmanRakic, 1995).
Por otro lado, las areas sensoriales y
motoras primarias parecen no estar
interconectadas con la CPF (Fuster, 1997).
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La informacién procesada por
la CPF es transmitida a las
estructuras corticales a través
de las poblaciones de
neuronas situadas en capas
profundas, fundamentalmente
las neuronas piramidales de la
capa 5, en general la mayoria
de las eferencias de CPFm
proceden de esta capa incluso
en el caso de las estructuras
subcorticales. Una excepcion
son las proyecciones al talamo
que se encuentran mayo-
ritariamente en capa VIl y a la
amigdala basolateral, el
estriado y el nucleo acumbens
que, ademas de recibir
proyecciones de capa V,
reciben proyecciones de capa
Il (Gabbott et al., 2005).

1.7.1 Aferencias.

Como se ha comentado
anteriormente, el rasgo
distintivo de la CPF es la
abundante innervacién que
recibe desde el MD. Lo cual,
sumado a  observaciones
funcionales, ha permitido
localizar de este area en un
gran numero de especies
donde la estructura no
necesariamente se encontraba
en la misma ubicacion. Otra caracteristica
de estas proyecciones es su organizacion
topoldgica definida.

El MD no es el unico nucleo del talamo que
proyecta a la CPF, esta ultima recibe
proyecciones de todos los nucleos mediales
del talamo como por ejemplo los nucleos
paratenial, paraventricular, intermedio-
dorsal, romboide y reuniens y los nucleos
intralaminares (Hsu and Price, 2007).

Otra importante entrada excitadora proviene
del sistema limbico. Tanto la amigdala
como el hipocampo emiten un gran niumero
de proyecciones a la CPF, sobretodo a la
CPFom (Krettek and Price, 1977). Otra
estructura limbica que proyecta a la CPF es
el hipotalamo pero a diferencia de las dos
anteriores la entrada excitadora suele estar

Figura 2: esquema de proyecciones desde la
PL y el IL de la rata. (Vertes 2004).

mediada por otros transmisores ademas del

glutamato, como por ejemplo
hipocretina/orexina (Barbas and Blatt,
1995).

La CPF recibe multitud de entradas de
distintas zonas de la corteza, lo que es
coherente con la funciéon de una corteza
asociativa. El numero de interconexiones
aumenta a medida que se asciende en el
grado de integracion de la informacion
sensorial, otro factor que destaca Ia
caracteristica de corteza asociativa es que
la informacion de distintas modalidades
sensoriales, vision, oido, gusto, convergen
en las mismas zonas o por lo menos zonas
aledafias. También cabe destacar que la
CPF presenta una abundante inervacién
provenientes de la propia CPF, con un
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importante aporte proveniente del
hemisferio contralateral. La CPF también
recibe informacién de zonas corticales
vinculadas con la memoria tales como la
corteza entorrinal y piriforme (Fuster, 1997).
La CPFdl recibe proyecciones de las
cortezas motora frontal, CPFo, CPFm,
parietal, temporal y cingulada. Ademas
recibe informacion visual de el Idbulo
occipital, somatosensorial de los Idbulos
parietales y auditiva de los temporales
(Ongur and Price, 2000).

Es dificil encontrar un area en el cerebro
que no reciba proyecciones desde los
nucleos aminérgicos del mesencéfalo y la
CPF no es una excepcion ya que recibe
aferencias serotonérgicas del DR,
Noradrenérgicas del LC y Dopaminérgicas y
GABAérgicas del ATV (Carr and Sesack,
2000a).

Por ultimo la

proyecciones del
(Fuster, 1997).

CPF también
tronco del

recibe
encéfalo

1.7.2 Eferencias.

Ya comentamos esta caracteristica de la
CPF de establecer proyecciones reciprocas,
por lo cual las eferencias de la estructura
seran mayormente las mismas que las

Figura 3: esquema de conexiones
reciprocas entre la CPF y el ATV, ademas
se incluye el patron de estas conexiones
en cuanto a la inervacion del ATV hacia el
NA (Carr and Sesack, 2000).

aferencias, una excepcién a esta regla son
los ganglios basales, ya que la CPF no
parece recibir aferencias del nucleo
acumbens.
A nivel subcortical, se sabe que la CPF
proyecta a los ganglios basales, al talamo,
al hipotalamo, a la habénula (otra estructura
que rompe la regla de la proyecciones
reciprocas), a los nucleos aminérgicos del
mesencéfalo (NR, LC, ATV, LDT), la
amigdala y al hipocampo (Berendse and
Groenewegen, 1991; Groenewegen et al.,
1997; Groenewegen and Uylings, 2000).
La CPF también puede modular la actividad
de las neuronas dopaminérgicas a traves de
una via indirecta que pasa por el nucleo
acumbens vy el palido ventral o a través de
la modulacién colinérgica que realiza el LDT
y PPt (Floresco et al., 2003).
Trabajos de trazado y microscopia
electronica muestran que la CPF inerva
neuronas dopaminérgicas que vuelven a la
CPF 'y neuronas GABAérgicas que
proyectan al nucleo acumbens con un alto
grado de especificidad (figura 3) (Carr and
Sesack, 2000b).
Otros estudios de trazado retrogrado en
ratas indican que todas las zonas de la
CPFm (Cg, PL e IL) y la CPFo proyectan,
en mayor o menor grado, al RD (Sesack et
al., 1989; Peyron et al., 1998).
La CPFm no es homogénea en cuanto a
proyecciones, por ejemplo, el IL proyecta al
séptum lateral, al nucleo del lecho de la
estria terminal, nucleo preoptico lateral y
medial, a la sustancia innominada y al
nucleo endopirirforme del cerebro anterior,
a los nucleos medial, basomedial y lateral
de la amigdala, al hipotadlamos y a los
nucleos parabaraquial y solitario del tronco
de encéfalo.
El area prelimbica emite escasas
proyecciones a estas estructuras salvo en el
caso de la amigdala basolateral, los blancos
mas abundantes para las proyecciones
desde el area prelimbica son la corteza
agranular insular, el claustrum, el nucleo
acumbens, el tubérculo olfatorio, los
ndcleos paraventricular, mediodorsal y
reuniens del talamo, la parte capsular del
nucleo central de la amigdala y los
nucleos mediales y dorsales del rafe. De
esta forma el patrén de proyecciones del
IL indicaria una importante funcion en el
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control visceral de forma similar a lo
observado para la corteza prefrontal
orbitomedial de los primates, mientras que
el PL proyecta a areas mas relacionadas
con funciones cognitivas por lo que podria
tener homologia con la corteza dorsolateral
de los primates, ver figura 2 (Hurley et al.,
1991; Vertes, 2004). En una revision de
Price (2007) también se relaciona la corteza
OL de la rata con la corteza orbital de
humanos.

1.7.2.1 Coproyecciones.

La utilizacion de técnicas de trazado de vias
ha abierto la posibilidad de estudiar desde
una perspectiva histoldgica la bifurcaciéon de
axones.

De esta forma la utilizaciéon de distintos
trazadores como pueden ser el fluoro gold
(Schmued and Heimer, 1990) o |Ia
subunidad b de la toxina colérica (CTB)
(Luppi et al., 1987) ha permitido que
muchos autores encontraran que algunas
neuronas de la CPFm proyectan a mas de
una estructura y en otros casos confirmaran
los resultados obtenidos por electro-
fisiologia donde se sugerian estas
bifurcaciones axonales. Algunas de las
duplas encontradas incluyen: el RD y el LC,
la amigdala basolateral (ABL) y el
acumbens, ABL y séptum, ABL y la
sustancia gris periacueductal (PAG), ABL y
el estriado, el estriado y la espina dorsal
(ED), la ED y el MD, ED y el hipotalamo
lateral, nucleo de tracto solitario (NTS) y
PAG, NTS y nucleo parabraquial, NTS y ED
(Thierry et al., 1983; Neafsey et al., 1986;
Gabbott et al., 2005; Lee et al., 2005).

1.8 Funcidn.

Siempre se ha considerado al I6bulo frontal
como el area del cerebro mas relevante
para la inteligencia. Desde este punto de
vista, es paraddjico que los pacientes con
lesiones frontales presenten una
inteligencia normal en las pruebas
psicométricas. Actualmente resulta evidente
que funciones complejas, como la
inteligencia, no residen en un area concreta
cerebral, sino que son el resultado de
multiples conexiones neuronales que
forman redes entre diversas regiones

corticales y subcorticales. A pesar de esto,
las lesiones en la CF producen una
marcada disminucion en ciertas
capacidades que llevan al entorno de los
pacientes a percibirlos como poco
inteligentes, esto puede ser debido a que
las actividades que mas se resienten estén
vinculadas con la interaccidén social y la
personalidad.

La CPF esta implicada en una gran
cantidad de procesos cognitivos, como la
memoria operativa o de trabajo, las
funciones ejecutivas, en la toma de
decisiones, la planificacion del
comportamiento y el procesamiento de
sefiales emocionales.

En particular se conoce que la capacidad de
mantener la actividad sostenida de un grupo
de neuronas es la base de la memoria a
corto plazo o memoria de trabajo. La misma
tiene la funcion de retener provisionalmente
informaciéon durante periodos cortos de
tiempo (del orden de segundos) para llevar
a cabo una accion posterior. Se distingue
de la memoria semantica, en la que se
produce una “consolidacion” permanente de
la informacion para luego almacenase en
circuitos neuronales y en la que esta
implicada la formacion hipocampal, y tiene
otro rasgo distintivo en el hecho de que sea
necesaria la sintesis proteica y la formacion
de nuevas sinapsis. La funciéon de la
memoria operativa, en cambio, depende
s6lo de mantener un circuito determinado
activado o “reverberando” por unos
segundos.

La CPF parece no ser muy importante
cuando se trata de llevar a cabo tareas
simples, automaticas o que ya estén
incorporadas por haberse repetido una gran
cantidad de veces. Al contrario, parece ser
importante cuando se precisa cierta
flexibilidad por ejemplo al cambiar una
conducta estereotipada por una nueva.

La mayoria de las funciones de este area
fueron descubiertas gracias a pacientes que
sufrieron lesiones, ya sea, por derrames
cerebrales, tumores o accidentes. Por este
motivo se explicara cual es el cuadro que se
observa en estos pacientes cuando hable
de cada area en particular

1.8.1 Funcion de laregién
dorsolateral.
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Estudios en primates demostraron la
existencia de neuronas, en la corteza
prefrontal, que solo descargan en los
periodos en los que el animal tiene que
concentrarse e inhibir respuestas
incorrectas en espera de la respuesta
adecuada. Quedo asi de manifiesto el papel
de la CPFdl en memoria de trabajo
(Goldman-Rakic, 1996; Fuster, 1997).

Las lesiones en este area, principalmente
en las areas 9 y 10 de Brodmann, suelen
producir el Sindrome dorsolateral frontal o
sindrome disejecutivo. Se podria decir que
este sindrome afecta fundamentalmente la
capacidad para generar estrategias, siendo
los pacientes mucho mas perseverativos.
Otra caracteristica es que los pacientes
desarrollan dificultades en la planificacion
de sus actos y en la formacién de
conceptos. Las alteraciones intelectuales
incluyen trastornos en las siguientes
funciones:

Disminucion de la funcién ejecutiva, la
capacidad predicativa, planear acciones vy
tomar decisiones para alcanzar un objetivo,
de focalizar la atenciéon en ello, de analizar
los resultados y cambiar de tactica si es
preciso, y no entretenerse con estimulos
irrelevantes.

Disminucién de la memoria de trabajo sin
afectar su capacidad para almacenar
informacion a largo plazo.

Dificultad para ordenar acontecimientos
temporalmente y para seguir una secuencia
por ejemplo verbal o motora.

Reduccion de la fluidez de lenguaje, los
pacientes pueden hablar pero tienen
dificultades para generar palabras y para
comprender estructuras gramaticales tanto
en el lenguaje oral como escrito. Estos
pacientes tienden a hablar poco y se
observan anomalias en pruebas con tareas
especificas. También se observa escasa
fluidez a la hora de realizar dibujos
espontaneamente vy dificultades para copiar
figuras complejas, esto puede ser debido a
la implementacién de una mala estrategia
(Goel et al.,, 1997; Dimitrov et al., 1999;
Koechlin et al., 1999).

Defecto en la programacion motora,
problemas para realizar tareas motoras
alternantes o reciprocas con las manos. Los
pacientes pueden presentar una disociacion

entre sus respuestas verbales y motoras
(Canavan et al., 1985).

Alteracion del comportamiento, los
pacientes con lesion dorsolateral tienden a
aparecer apaticos, lentos, inatentos,

desmotivados, distraidos, dependientes del
ambiente, sin concretar la atencion vy
carentes de curiosidad. La depresion es
frecuente cuando la lesion esta ubicada en
el hemisferio izquierdo (Soares and Mann,
1997).

1.8.2 Funcion de laregion orbital.

La corteza orbitofrontal forma parte del
sistema limbico (Nauta, 1971) y tiene que
ver con la adecuacién con respecto al
momento y la intensidad de las respuestas
emocionales. Las lesiones en esta zona,
especialmente en las areas basales 11y 12
de Brodmann, producen desinhibicion e
impulsividad y afectan de forma
contundente la personalidad del individuo.
Por este motivo, a la sintomatologia de las
lesiones en este area se las llama sindrome
orbitofrontal o de cambio de personalidad.
Los pacientes suelen ser desinhibidos, no
tener en cuenta las normas sociales, con un
mal control de los impulsos, incapaces de
inhibir respuestas incorrectas y reiterativos.
Muchos presentan una tendencia a imitar a
los que los rodean o a tocar y utilizar todos
los objetos que tienen a su alcance en estos
casos se dice que los pacientes desarrollan
una conducta de imitacion y utilizacién.
Ademas de observarse una perdida de
autonomia (Lhermitte et al., 1986). También
se descrito que las lesiones en este area
afectan el sentido del humor (Shammi and
Stuss, 1999).

Al contrario de los pacientes con lesion
dorsolateral, los que tienen una lesidn
basal parecen eufdricos, o incluso
maniacos en ciertos casos. Esto es mas
frecuente en pacientes con lesiones
derechas, pudiendo llegar a presentar un
trastorno obsesivo-compulsivo (TOC). Cabe
destacar que existen varios estudios que
relacionan esta region con los trastornos
obsesivos compulsivos sin necesidad de
que el paciente presente algun tipo de
lesion en el area (Aycicegi et al., 2003).
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1.8.3 Funcion de laregion medial.

La CPFm estd involucrada tanto en
procesos cognitivos como viceromotores
(Verberne and Owens, 1998; Uylings et al.,
2003) Esta muy relacionada con la corteza
orbital, a tal punto que en muchos trabajos
son tenidas en cuenta juntas con el nombre
de corteza orbitomedial, sin embargo, como
se ha descripto anteriormente, esta
estructura se encuentra mas relacionada
con el sistema de recompensa y toma de
decisiones comparativas (Groenewegen et
al., 1993; Schoenbaum et al., 2003).

Esta region tiene multiples conexiones con
regiones motoras y una funcion motora
importante, sin embargo también esta
fuertemente  relacionada con tareas
cognitivas y emocionales. Las areas 24 25y
33 de Brodmann parecen jugar un rol
determinante en el afecto, seguramente
vinculado al gran numero de conexiones
que tienen con estructuras como la
amigdala y la sustancia gris periacueductal.
Ademas de regular funciones autonémicas
y endocrinas, esta involucrado con el
aprendizaje emocional, en la expresion
hablada de las emociones, su evaluacién y
su vinculacion con estimulos externos. Una

5-HT;4o MRNA

actividad alta de la corteza cingulada esta
asociada tanto a tics como a trastornos
obsesivo compulsivos.

El sindrome apatia y mutismo. Se puede
producir por una lesién en cualquier parte
de la corteza prefrontal medial pero
sobretodo cuando esta abarca la corteza
cingulada.

Un sintoma caracteristico de la lesiones
bilaterales del cingulado es el mutismo
acinético o abulia, donde el paciente esta
despierto, pero no responde cuando se le
habla y esta sumido en una apatia total sin
mostrar ningun tipo de emocion. En muchos
casos puede hablar 'y  moverse
perfectamente y el problema reside en que
los estimulos externos no logran motivar
una respuesta. Inclusive pueden llegar a
mostrar una respuesta reducida al dolor.
Otras caracteristicas son su desmotivacion
y su falta de interés por las cosas, aunque
sean chocantes o nuevas para él (Devinsky
et al., 1995). Asi como la en el caso de la
CPFo, se sabe, que esta asociada al TOC,
en el caso de la corteza cingulada se han
encontrado indicios que la relacionan con
trastornos bipolares encontrandose un
volumen mayor de esta estructura en este
tipo de pacientes (Javadapour et al., 2007).

5-HT,n MRNA

Figura 4: distribucion de los mMRNAs del los receptores 5-HTa (A ) y 5-HT.4 (B) en la CPF

de la rata (Santana et al. 2004)
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2. NEUROT’RANSMISION
SEROTONERGICA.

La serotonina esta involucrada en multitud
de funciones autondémicas centrales tales
como la regulacién de la presion arterial (de
ahi provino su nombre originalmente) el
balance de sodio y de glucosa, algunas
conductas como la alimentacion y el sexo,
la nocicepcién, cognicion, el control del
vomito, el mantenimiento de la vigilia y
comportamientos afectivos entre otros.

Se han reportado alteraciones
serotoninérgicas en enfermedades
psiquiatricas como depresion, esquizo-
frenia, ansiedad, ataques de panico,
trastornos obsesivo-compulsivos (TOC), en
los trastornos de la alimentacion como la
anorexia y la bulimia y en trastornos
neurolégicos como la migrana (Coccaro et
al., 1990).

La liberacidn de serotonina es proporcional
a los niveles intracelulares de esta
sustancia y la dinamica de su liberacion
parece alejarse del modelo quantico de
neurosecrecion (Schaechter and Wurtman,
1990).

Los cuerpos celulares de las neuronas
serotoninérgicas estan localizados en el
cerebro medio, agrupados en los nucleos
del rafe. Hasta el momento se han definido
9 nucleos del rafe: pallidus (B4), obscurus
(B>), paragiganto cellulari, magnus (B3), gris
central de la medulla oblongata (B4), pontino
medial (Bs), pontino dorsal (Bs,) RD (By),
RM (Bg) y leminiscus medial (Bg), estos
nudcleos estan ubicados en el tronco del
encéfalo cerca de la linea media (Dahlstrom
and Fuxe, 1964; Tork, 1990). De todos ellos
el mas importante en cuanto a niumero de
células es el RD. Los nucleos B5 a B9
suelen emitir vias ascendentes dentro del
encéfalo y los nucleos B1 a B4 suelen emitir
proyecciones descendentes. RD y RM
proyectan mayormente al cerebro anterior y
es notable que siendo un reducido numero
de neuronas inerve casi la totalidad del
cerebro. La via por la que se propagan
estos axones es el nervio intracraneal
medial del cerebro anterior, o haz medial
del cerebro anterior, que es la principal via
ascendente y descendente de los nucleos

aminérgicos del mesencéfalo hacia y desde
la corteza (Kosofsky and Molliver, 1987).

La aferencias del RD fueron estudiadas
entre otros por Christelle Peyron (1997), en
un trabajo donde se puede encontrar una
exhaustiva lista de aferencias a este nucleo,
destacandose entre otros, la corteza
cingulada infralimbica y orbital, la amigdala,
el palido ventral , de la estria terminal, todas
las areas preodpticas, el hipotalamo anterior
y la habénula.

Ademas de neuronas serotoninérgicas se
han descripto otros tipos celulares en los
nicleos del rafe como neuronas
dopaminérgicas (Hokfelt et al., 1976),
GABAérgicas (Nanopoulos et al., 1982) y
otras que presentan una amplia gama de
neuropéptidos (Xu and Hoékfelt, 1997).

Es comun que las estructuras del encéfalo
reciban proyecciones paralelas topogra-
ficamente organizadas desde el RD y RM.
En la rata la mayoria de los axones
serotoninérgicos no estan mielinizados y
esto influye notablemente en la velocidad
en la que se propagan los potenciales de
accion (Azmitia and Gannon, 1983). Estas
proyecciones no suelen organizarse en
sinapsis convencionales, aunque esto
puede depender de la zona de la corteza
gue se analice. La serotonina producida por
el RD puede actuar a nivel neuronal pero
también a otros niveles celulares dentro del
encéfalo, en particular cabe destacar su
accion sobre el sistema vascular.

Existen 7 familias de receptores
serotoninérgicos (5-HT4,7) y dentro de estas
familias existen varios subtipos de receptor.
Haremos especial hincapié en algunos
subtipos por su abundancia y/o importancia
fisiopatoldgica.

Dentro de los receptores de la familia 5-HT
, hay 5 subtipos (5-HT4a, 5-HT4g, 5-HTp, 5-
HT.e, 5-HT4F) originalmente existia un 5-
HT,c pero fue renomenclado 5-HT,.. El
receptor 5-HTa, se expresa en todo el
sistema nervioso pero especialmente en el
hipocampo y en los nucleos de rafe (donde
es autorreceptor); es un receptor inhibitorio
que se une a proteina G; e hiperpolariza la
membrana a través de la apertura de
canales de K y la modulacién negativa de
la actividad de la adenilato ciclasa (AC)
(Raymond et al., 1999).
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En la familia de receptores 5-HT,,
encontramos a 3 subtipos (5-HTza, 5-HTyg,
5-HT,), los tres son receptores de 7 pasos
transmembrana que se unen a proteina Gq
por lo que activan la cascada de la
fosfolipasa C que entre otras cosas
aumenta el calcio intracelular, al contrario
que los anteriores estos son receptores
excitadores y su activacién produce
despolarizacién en la célula (Barnes and
Sharp, 1999)

El receptor 5-HT,5 se encuentra localizado
mayoritariamente en la corteza cerebral
(figura 4), especialmente en la corteza
prefrontal. Esta presente en las neuronas
piramidales y se localiza preferentemente
en el soma y dendrita apical, pero también
ha sido encontrado en neuronas
GABAérgicas (Santana et al., 2004).

Una caracteristica de este receptor es su
rapida regulacién negativa, tanto los
agonistas como los antagonistas reducen
sus niveles en la membrana en cuestion de
un par de dias (Eison and Mullins, 1995).

En primates, la activacién del receptor 5-
HT.. prefrontal mejora el desempefio en
pruebas especificas para evaluar la
memoria de trabajo (Williams et al., 2002).
Los agonistas de este recetor son altamente
alucinégenos a bajas dosis, influyendo tanto
en la percepcion como en los estados de
animo (Nichols, 2004).

La gran mayoria de los antipsicoticos
atipicos son antagonistas 5-HT»a, asi como
agonistas 5-HT4a (Kroeze and Roth, 1998;
Meltzer, 1999). Asi mismo, se han
encontrado alteraciones en el receptor 5-
HT.,n en trastornos como la depresién
clinica y la esquizofrenia (Deutch et al.,
1991; Schmidt et al., 1995).

El 5-HT,. es otro receptor de esta familia
que esta abundantemente distribuido por el
cerebro, con una alta concentracion en
algunas areas de la corteza como por
ejemplo la corteza cingulada, pero también
presente en el sistema limbico y en algunas
otras zonas especificas del cerebro como
los ganglios basales.

Es interesante el hecho de que en humanos
la administracion de agonistas 5-HTy
agrave algunos problemas como los
trastornos afectivos (Kalkman and Fozard,
1991). Estos agonistas también producen
una disminucion del apetito en ratas.
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El receptor 5-HT, se expresa en estructuras
limbicas del cerebro (como el hipotalamo, el
nucleo acumbens, la amigdala y el
hipocampo) en las islas de Callgja,
tubérculo olfatorio, fundus striati, ventral
palido, estriado, globo palido, sustancia
nigra y en la corteza (Domenech et al.,
1994; Vilaro et al., 1996).

La cascada de senalizacién del receptor 5-
HT,4, estd mediada por la activacion de la
proteina Gs que activa la produccién de
cAMP por la adenilato cilclasa y la posterior
activaciéon de la PKA. Estas vias de
sefalizacion producen un efecto excitador
en la célula (Ronde et al., 1995).

Estudios farmacolégicos han relacionado al
5-HT4 con el control de las emociones la
cognicién y la ansiedad. En particular los
receptores hipocampales parecen estar
involucrados en la adquisicion vy
consolidacién de la memoria y cierta
modulacion de la actividad locomotora
(Silvestre et al., 1996; Buhot, 1997).

Los agonistas sorotoninérgicos suelen
utilizarse, entre otros tratamientos, como
paliativo de algunos sintomas del sindrome
orbitofrontal (Sarazin et al., 1998).

3. NEUROTRANSMISION
DOPAMINERGICA.

La dopamina es uno de los
neurotransmisores con mayor relevancia
fisiopatolégica. Desde su descubrimiento
por Carlson se la ha vinculado a multitud de
patologias que van desde el ambito
psiquiatrico, si hablamos por ejemplo de
esquizofrenia, hasta el ambito neuroldgico,
si hablamos de Ila enfermedad de
Parkinson. Este neurotransmisor parece
jugar un papel fundamental en el
funcionamiento del encéfalo, asi como es
necesario para el correcto funcionamiento
de las funciones motoras también es
necesario para el correcto funcionamiento
de otras areas del cerebro.

La innervacion dopaminérgica de la CPFm
proviene predominantemente del ATV. Esta
via pertenece al sistema mesocorticolimbico
y se diferencia del otro sistema
dopaminérgico, el nigroestriatal, que tiene
un funcibn mas orientada a la actividad
motora.
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Ademas de la CPFm, el sistema meso-
corticolimbico estd compuesto por el
hipocampo, la amigdala y el nucleo
acumbens (Thierry et al., 1973; Bjorklund
and Lindvall, 1984; Sesack et al., 1995a).
No es de extranar, por las estructuras
involucradas, que este sistema esté
implicado en multitud de funciones
fisiolégicas y también en multitud de
procesos patolégicos en los que se puede
encontrar al estrés, las adicciones y multitud
de trastornos neuropsiquiatricos tales como
la depresion y la psicosis (Spanagel and
Weiss, 1999; Carlsson et al.,, 2001). Las
células  dopaminérgicas del sistema
mesocorticolimbico parecen estar
separadas espacialmente en dos grupos:
unas que proyectan al nucleo acumbens en
la zona paranigral y que forman el sistema
mesoacumbico o0 mesolimbico, y las que
proyectan al la CPF que estan ubicadas en
la zona parabraquial y que forman parte del
sistema mesocortical. El sistema
mesoacumbico estaria relacionado con el
sistema de recompensa y las adicciones,
también se especula que podria estar
relacionado con la psicosis. En tanto que el
sistema mesocortical estaria implicado en la
modulacion de funciones cognitivas y se
especula que podria estar afectado en la
esquizofrenia vinculado con los sintomas
negativos y cognitivos (Lemoal and Simon,
1991)

La modulacién positiva del sistema de la
transmisién glutamatérgica en la CPF
disminuye la liberacion de dopamina en el
area en condiciones de estrés (Del Arco
and Mora, 2001).

La inervacion dopaminérgica en la CPF
realiza sinapsis tanto con células
piramidales glutamatérgicas como con
interneuronas GABAérgicas parbalbimina
positivas (Goldman-Rakic et al.,, 1989;
Sesack et al., 1995b). En pacientes con
sindrome disejecutivo se puede mejorar un
poco la sintomatologia con farmacos que
incrementen la actividad dopaminérgica
(Campbell et al., 1994).

Se han descripto 5 tipos de receptores
dopaminérgicos (D1 a D5) algunos son
excitadores (D1 y D5) y se acoplan a
proteina Gs, que activa la AC. Otros, en
cambio, son inhibidores (D2, D3 y D4) y se
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Figura 5: Autorradiografia donde se ve la
distribucion del receptor D1 (izquierda) y del
receptor D2 (derecha) en un cerebro humano
a un nivel aproximado de 100 mm desde el
vertex. (Hurd et al., 2001).

acoplan a la proteina Gi/o que inhibe la
adenilato ciclasa (Civelli et al., 1993)

Los receptores de dopamina D1 y D2 se
encuentran ampliamente distribuidos por el
cerebro, sin embargo el nucleo caudado, el
putamen y el NA tienen por mucha
diferencia, la mayor proporcién de estos
receptores. Estudios de hibridacion in situ
indican que el mensajero de estos
receptores puede llegar a expresarse mas
de 5 veces en el caudado que en
estructuras corticales (figura 5) (Hurd et al.,
2001).

A su vez la distribucion de ambos
receptores no suele ser paralela. El receptor
D1 esta presente en una mayor proporcion
en estructuras corticales mientras que el
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receptor D2 se encuentra en mayor
proporcion en estructuras subcorticales (ver
figura 2), donde el D1 esta casi ausente
como es el caso de muchas estructuras
libicas, salvo la amigdala, el talamo y las
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo
(Hurd et al., 2001; Cortés et al., 1989).

Un estudio de doble marcaje utilizando FG
combinado con hibridacién in situ de los
ARNmM de los receptores D1 y D2 muestran
que muchas de las neuronas de capas V-VI
de la CPF que expresan estos receptores
son corticocorticales, corticotalamicas y
corticoestriatales (Gaspar et al., 1995).

Es destacable a nivel funcional el hecho de
que la deplecién de la DA prefrontal por 6-
OHDA en primate y rata disminuya el
correcto desempefio en tareas que
involucran memoria operativa y cognicion
(Brozoski et al., 1979; Simon et al., 1980).
También se sabe que el receptor D1 es uno
de los que median esta participacion
dopaminérgica en la memoria de trabajo
(Sawaguchi and Goldman-Rakic, 1994).

El resto de los receptores dopaminérgicos
(D2, D3 y D4) se encuentra ampliamente
distribuido por la corteza, y han sido
encontrados en la CPF de primate. Es de
destacar que su presencia no es tan
marcada en el nucleo acumbens, el
putamen y el estriado como ocurria con el
D1y el D2 (Lidow et al., 1998).

4. RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS

Hoy en dia se conoce la existencia de 3
familias de receptores de glutamato que
actuan a través de la apertura de canales
ionicos (NMDA, AMPA y KA), por este
motivo se los define como receptores
ionotropicos. Cada una de estas familias
tiene caracteristicas particulares que
detallaremos a continuacion:

Los receptores AMPA estan ampliamente
distribuidos por el cerebro y probablemente
sean los mas importantes en cuanto a
transmisién sinaptica. Estos receptores
forman un canal que permite el paso de
Na*, K" y Ca?. Ademas del sitio de union
del glutamato presentan sitios de union para
moduladores positivos como la ciclotiazida y
sitios de union para antagonistas como el
NBQX. Son pentaméricos y pueden estar
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compuestos por una o por varias de sus
subunidades (GluR1-GluR4). Cada una de
estas subunidades proviene de un gen que
a su vez pueden tener variantes de splicing,
como es el caso del Glur4c, que es una
variante de del receptor GIuR4. La
distribucion de las subunidades GluR1-4 es
heterogénea en el cerebro observandose
diferencias incluso entre subunidades. La
subunidad GIuR2 parece ser esencial en
cuanto a la regulacién de la permeabilidad
al Ca®, una célula que careciera de esta
subunidad permitiria la entrada de Ca* al
recibir una sefial glutamatérgica. Estudios
de inmunohistoquimica han encontrado al
receptor AMPA en el cuerpo de las
neuronas de la corteza cerebral, los
ganglios basales, el sistema limbico, el
talamo, el cerebelo y el cerebro medio. En
la corteza y en el hipocampo se pueden
observar neuronas piramidales que
contienen las subunidades GIuR1 vy
GluR2/3/4c. Por otro lado algunas células
de la corteza que no son piramidales y que
tienen proteinas que unen calcio como la
calbindina y la parvalbumina son selectivas
para el receptor GIuR1. En el estriado
también se encuentra un patron complejo
de distribucion de subunidades donde no
siempre coinciden los distintos subtipos, en
esta estructura el GIuR1 parece estar
presente en células colinérgicas. Esta
subunidad también estd presente en
neuronas dopaminérgicas de sustancia
nigra. El subtipo GluR4 ha sido encontrado
en glia (astrocitos). En cerebelo también se
han encontrado patrones diferenciales para
cada subtipo, por ejemplo, las células de
Purkinje  contienen las  subunidades
GluR2/3/4c sin que se hayan podido
encontrar las subunidades GluR1 y GluR4
(Martin et al., 1993).

Existen datos tanto
experimentales que sugieren que la
modulaciéon positiva de los receptores
AMPA puede ser efectiva en el tratamiento
de los déficit cognitivos. Los moduladores
positivos del receptor incrementan las
funciones cognitivas en roedores, mediante
un mecanismo aparentemente mediado por
una activacién del hipocampo. Algo similar
se ha observado en ensayos clinicos,
donde se ha mejorado la funcién cognitiva

clinicos como
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en pacientes ancianos o con problemas
psiquiatricos (O'Neill et al., 2004).

Los receptores NMDA presentan una
distribucién aun mas generalizada que los
receptores AMPA, la corteza, el hipocampo
y el cerebelo son algunas de las estructuras
donde son mas abundantes (Moriyoshi et
al., 1991).

Los receptores de NMDA también forman
un canal que debe estar compuesto por un
minimo de dos subunidades NR1 y dos
subunidades NR2, siendo la subunidad NR1
la que forma la parte fundamental del
complejo mientras que las subunidades
NR2 modifican las propiedades de apertura
y el efecto de algunos antagonistas.

Estos receptores tienen dos caracteristicas
muy importantes para su funcion, el ser
canales de calcio y ser regulables por
voltaje.

La apertura del canal produce una corriente
lenta de Ca2+ que entra en la célula y
activa distintas cascadas de senalizacion,
algunas de las cuales terminan en
generacion de nuevas proteinas y que
asocian a procesos de plasticidad sinaptica.
La segunda caracteristica, el ser activable
por voltaje, permite que el receptor funcione
como un detector de coincidencias ya que
la célula solo podra captar la sefial si antes
es depolarizada mediante otra sefial. Por lo
cual este receptor no solo estaria vinculado
a la plasticidad sinaptica sino también a
procesos asociativos, ambos fundamentales
para la memoria.

La tercera familia de  receptores
ionotropicos esta formada por los
receptores de kainato, se conocen cinco
subunidades de este receptor que han sido
clonadas. Para formar canales i6nicos
funcionales se necesitan al menos tres
subunidades (GIuR5, GIuR6 y GIuR7),
mientras que las subunidades KA1 y KA2
modifican las propiedades farmacologicas y
biofisicas. La expresién de los genes que
codifican para el receptor de kainato
también estd ampliamente distribuida a
través del sistema nervioso, incluyendo
estructuras como la corteza, el sistema
limbico y el cerebelo (Frerking and Nicoll,
2000).

Por ultimo existe una familia totalmente
distinta de receptores de glutamato que no
forman canales idnicos y que estan
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acoplados a proteina G, se los llama
receptores glutamatérgicos metabotropicos
y se conocen al menos 8 subtipos que han
sido clasificados en tres grupos distintos,
los subtipos mGlu1l y mGlu5 activan la
fosfolipasa C y pertenecen al primer grupo,
los subtipos mGlu2 y mGlu3 forman otro
grupo que actuan inhibiendo la adenilato
ciclasa, al igual que el tercer grupo, que
esta formado por los receptores mGlu4,
mGIu6 , mGlu7 y mGlu8.

El receptor suele estar en forma de
homodimero y presenta 2 sitios de
modulacion ortostéricos para los que se han
encontrado farmacos que pueden modular
un subtipo determinado de forma especifica.
Los receptores del grupo 1 suelen estar
ubicados en la postsinapsis mientras que
los mGlu2 y mGlu3 estan localizados pre- y
postsinapticamente, los mGIuUR3 son
hallados también en las células gliales. Por
otro lado, los del tercer grupo suelen ser
presinapticos.

Los receptores mGlu1l se distribuyen
abundantemente tanto en el cerebelo, como
en el bulbo olfatorio, la region CA3, el
talamo, el giro dentado y PAG. Los mGlu5
se encuentran en las regiones CA1 y CA,
en el séptum, en los ganglios basales y la
amigdala. Los receptores mGlu2 se
encuentran fundamentalmente en el ndcleo
caudado, hipocampo y giro dentado.

Distintos estudios vincularon estos
receptores con la induccion y el
mantenimiento de la LTP. Ademas,
ultimamente estan  tomando mucha

relevancia como blancos farmacolégicos
para tratar patologias que van desde la
epilepsia hasta la esquizofrenia y la
ansiedad (Palucha and PILC, 2007).

5. LA ESQUIZOFRENIA.

Es un trastorno mental caracterizado por la
presencia de por lo menos tres grupos de
sintomas: Los sintomas positivos o
psicoticos que constan de alucinaciones y/o
delirios. Los sintomas negativos que
involucran problemas afectivos y sociales
con tendencia a manifestar depresion y
apatia. Y por ultimo los sintomas cognitivos
que involucran una disminucién de la
capacidad intelectual del paciente. Dentro
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de la
destacar
atencion,
aprendizaje,
ejecutivas.
pacientes

sintomatologia cognitiva caben
problemas vinculados con la
la memoria de trabajo,
fluidez verbal y funciones
Ademas mientras que los
muestran fluctuaciones con
respecto a los sintomas positivos y
negativos, los problemas cognitivos
permanecen relativamente estables y son
evidentes incluso en pacientes que han
tenido un solo ataque psicético y que por lo
tanto no han recibido ningun tipo de

medicacién  (Harvey et al, 2003).
Generalmente se  pueden  observar
anormalidades a nivel cognitivo, con

respecto a la interaccion social y la funcién
motora antes de que aparezca la
enfermedad, sin embargo estos sintomas
son de escaso valor predictivo (Niemi et al.,
2003).Los primeros episodios de la
enfermedad suelen aparecer entre la
segunda y la tercera década de vida, sin
embargo también puede aparecer en nifios
0 ancianos.

Al momento se desconoce la etiologia de la
enfermedad, sin embargo existen algunas
hipotesis al respecto entre las que se
pueden destacar:

La hipétesis dopaminérgica que postula que
esta enfermedad es el resultado de un
exceso en la actividad de este sistema.

La hipotesis serotoninérgica que postula un
exceso en la actividad del sistema
serotoninérgico.

Y la hipotesis hipoglutamatérgica que
postula una baja actividad en la trasmision
glutamatérgica en especial en la que es
mediada por receptores de tipo NMDA.

A nivel morfolégico se observa una
disminucion en el numero de espinas
dendriticas en la CPF de los pacientes, este
es un dato que apoya indirectamente la
hipétesis hipoglutamatérgica (ver mas
adelante). A pesar de que las espinas
dendriticas que se pierden no tienen porque
ser solo las glutamatérgicas, por su
importancia, se especula que es el sistema
mas afectado (Garey et al., 1994). Otro
sintoma de la enfermedad son los
problemas relacionados a la memoria de
trabajo, estos han sido atribuidos a una
disfuncion de la CPFdI. En este sentido se
sabe que una terapia util pueden ser la
utilizacion de tareas que incrementen el
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desempefno cognitivo de los pacientes
(Goldman-Rakic, 1999; Ross et al., 2006).

No son pocas las alteraciones estructurales
encontradas en esquizofrenia, entre ellas se
puede contar un crecimiento del tercer
ventriculo y los ventriculos laterales,
reduccion en el volumen de las formaciones
hipocampales y parahipocampales, asi
como el subiculo, también parece haber
una reduccién de la CPF. Otras regiones
que pueden estar alteradas son el talamo el
cuerpo calloso, el cerebelo y ganglios
basales (Goldman-Rakic, 1999; Ross et al.,

2006).

Estudios realizados con resonancia
magnética  funcional han encontrado
anormalidades en PFCdl, en el ldbulo

temporal medial, hipocampo, en el giro
parahippocampal, en el cingulado anterior,
en CPFm y la corteza parietal posterior, el
estriado, el talamo y el cerebelo
(Niznikiewicz et al., 2003).

Actualmente se manejan algunos datos
relevantes acerca de la enfermedad, se
sabe que tiene un componente genético y
de desarrollo ya que la incidencia de la
enfermedad aumenta del 0.5 % y en forma
gradual acompafiando la  proximidad
genética hasta un 50% entre gemelos
univitelinos, es interesante el hecho de que
el acervo genético predisponga
enormemente para la enfermedad pero que
no sea determinante (Ross et al., 2006).

Se conocen algunos genes que se
relacionan con esta susceptibilidad a la
enfermedad, dysbindin, neuregulin 1,
DAOA, COMT, DISC1 y DISC2 son solo
algunos de la veintena de genes
relacionados. Entre estos genes se
encuentra el GRM3 que codifica para el
receptor de glutamato metabotrépico mGlu3
(Egan et al., 2004; Harrison and
Weinberger, 2005). Otro de estos genes, el
DISC1, (Disrupted-In-Schizophrenia 1) que
regula la integracion de las neuronas
nuevas que se generan en el cerebro adulto
(Duan et al., 2007).
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5.1 Antipsicoticos y modelos
experimentales de la esquizofrenia.

Hace 50 anos Laboirt, propuso la utilizacion
de la clorpromacina como tratamiento
asintomatico de la psicosis. EI mecanismo
de accién de este farmaco se identificd
posteriormente con su efecto antagonista
sobre el receptor D2 y de esta forma
comenzo la hipétesis dopaminérgica de la
esquizofrenia. Posteriormente el resto de
los antipsicoticos que aparecieron
continuaron teniendo como caracteristica
principal su efecto anti-D2 (ver tabla 1). Sin
embargo en la actualidad esta hipotesis
dopaminérgica presenta varios aspectos
cuestionables, para empezar, después de
50 anos de utilizacién de esta droga no solo
no se ha curado a ningun paciente con
esquizofrenia, si no que tampoco se han
encontrado alteraciones en el sistema
dopaminérgico causados por la enfermedad

domapaminérgica ha sido revisada
posteriormente postulandose una
hiperactividad en la via mesolimbica que
seria responsable de la sintomatologia
positiva y una hipoactividad en la via
mesocortical (sobretodo teniendo en cuenta
el efecto de la falta de dopamina en la CPF)
que seria responsable de los sintomas
negativos y cognitivos (Davis et al., 1991).

Con la aparicion de los antipsicéticos
atipicos se dio un proceso similar pero esta
vez con el sistema serotoninérgico. Estos
farmacos tienen un complejo patron de
union a receptores, pero coinciden en tener
una accion antagonista sobre los receptores
5-HT,n» ademas de la siempre presente
accion sobre los receptores D2 (ver tabla 1).
La ventaja principal de estos farmacos es
una disminucion en los efectos secundarios
0 “extrapiramidales” que incluyen sintomas
motores parkinsonianos y elevados niveles
de prolactina en sangre. Ademas, también

(Weinbergen 2007) La hipotesis suelen presentar una pequena accion
Table 1 Relative neurotransmitter receptor affinities for antipsychotics at therapeutic doses (adapted from Miyamoto et al' and
modified)

Receptor Cloza-  Risperi- Olanza- Quetia- Ziprasi-  Sertin- Sulpi-  Amisul- Zote- Aripipra- Halope-
pine done pine pine done dole ride pride pine zole ridol

D, + + ++ - + ++ - - + - +
D, + +++ ++ + +++ +4++ ++++ ++++ +4+ +++4+ ++++
D, + ++ + - ++ ++ ++ 4+ ++ ++ H++
D, ++ - ++ - ++ + - - + + +++
5-HT, - - - - +++ + + ++ -
5-HT.p - + - - +++ + -
5-HT,, T4+ At 4+ b 4t - - 44+ 4+ +
5-HT.e + + + + ++ - ++++ + + - - + + + -
5-HT, + 4 - T4 - + ++ + -
5-HT, T4 14 - - T4 T4 T4 -
4 +++ +++ ++  +++ ++ + + - - + + + ++ +
oy + + + + - - + - - + + + -
H, +++ - F++  ++ - + - - ++ + -
m, ++++ - +++ ++ - - - - + - -
DA + 4 + 4 -

lransporter
NA + ++ ++ + + -

lransporter
5-HT - — -

lransporter
— =minimal to none; + =low; + + =moderate; + + + =high; + + + + =very high.

o

Molecular Psychiatry

Tabla1: Estudio comparativo de las afinidades de los antipsicéticos por receptores
monoaminérgicos (Miyamoto et al., 2005).
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beneficiosa con respecto al los otros dos
grupos de sintomas que afectan a estos
pacientes, los sintomas negativos y los
cognitivos.

En la actualidad otros sistemas como el
colinérgico y el glutamatérgico han cobrado
relevancia como posibles dianas de
farmacos antipsicoticos y se ha postulado
que un desbalance en estos sistemas
puede estar involucrado en la tan buscada
etiologia de esta enfermedad. En todos los
casos se ha visto que la administracion de
farmacos que actuan en sentido opuesto al
de los antipsicoticos, pueden simular
algunos sintomas de la psicosis y/o agravar
los sintomas de los mismos, esto ha dado
lugar a una larga lista de modelos de esta
enfermedad, sin tener bases acerca de su
etiologia.
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Entre estos “psicoticomiméticos” se
encuentran las anfetaminas, relacionadas
con la hipotesis dopaminérgica, los
agonistas del receptor 5-HT,a relacionados
con la hipotesis serotonérgica y los
antagonistas NMDA relacionados con la
hipétesis glutamatérgica (Carlsson et al.,
2001). Es dificil analizar el grado de
semejanza que hay entre estos modelos
farmacoldgicos y lo que realmente le ocurre
a un paciente psicotico. Existen autores que
s6lo consideran alucinégenos a los
agonistas 5-HT,s y otros que ni siquiera

consideran similares las alucinaciones
generadas con farmacos con las
caracteristicas de las generadas en la

patologia (Nichols, 2004).
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II. OBJETIVOS

La hipotesis general del grupo de trabajo se orienta a una participacion relevante de la CPF
en la fisiopatologia y tratamiento de la esquizofrenia y postula que los farmacos
antipsicoticos atipicos (con la clozapina como paradigma) ejercen parte de su accion
terapéutica a través de su interaccidn con receptores monoaminérgicos presentes en vias
descendentes originadas en la corteza prefrontal. La presente tesis se ha realizado con los
siguientes objetivos:

Objetivos generales
e Comprender las bases anatdomicas del mecanismo de accién de los antipsicéticos
atipicos en corteza prefrontal y su relaciébn con los nucleos aminérgicos del

mesencéfalo en la rata, a partir del estudio de dichas proyecciones y de la expresion
de receptores

Objetivos especificos:
1. Evaluar la existencia de proyecciones simultaneas de la corteza prefrontal a los
nucleos serotoninérgicos y dopaminérgicos del mesencéfalo (DR y ATV,

respectivamente)

2. Determinar si las neuronas de la CPF que modulan la actividad de dichos nucleos
expresan el receptor 5-HTa.

3. Examinar la distribucion celular de receptores AMPA en el RD y el ATV.
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ll. Materiales y métodos.

1. Animales.

Todos los experimentos fueron realizados
con ratas Wistar macho procedentes de
Iffa Credo (Lyon, Francia). Los animales
fueron estabulados en un ambiente
controlado a una temperatura de 22 + 2°C
y con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas.
Ademas, tuvieron permanente acceso a
comida y agua.

En todo momento los animales fueron
manipulados respetando la legislacion
espafiola sobre proteccion de animales
usados en la experimentacién y de
acuerdo con las normas de la union
europea de bienestar animal propuestos
el 24 de noviembre de 1986 (86/609/EU)
y siguiendo los procedimientos aprobados
por el Departamento de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat de
Catalufia

1.1 Coordenadas estereotaxicas.

Se escogieron las coordenadas en base
al altas de Paxinos y Watson (Paxinos
and Watson, 1986). Salvo por algunas
correcciones necesarias para adaptarlas
al peso y a la cepa de ratas utilizadas. En
el caso de la CPFm se utilizé6 AP 2.8 a
3.5, para el ATV (AP -5.4 a -5.6; LL -0.5;
DV -8.2) y para el RD (AP -7.2 a-7.4; LL -
3.1 con 30° de inclinacion; DV -6.2 a —6.8)
las coordenadas de inicio fueron tomadas
con respecto a bregma salvo por las DV
que fueron tomadas con respecto a la
duramadre.

2. Experimentos de
electrofisiologia.

El objetivo esta serie de experimentos fue
estudiar la proporcién de neuronas la
CPFm que bifurcan sus axones hacia el
ATV y el RD con respecto a las que sélo
proyectaban a una sola estructura. A tal
fin se realizaron experimentos donde se
observd la presencia del potencial
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antidromico cuando se estimularon
ambas estructuras secuencialmente.

Para estos experimentos se utilizaron
ratas con pesos que oscilaron entre los
250 y los 300 gramos. El anestésico
utilizado fue hidrato de cloral a una dosis
de 400 mg/kg (iv), otras dosis adicionales
del anestésico de 80 mg/kg fueron
administradas via intravenosa a través de
la vena femoral. La temperatura corporal
se mantuvo alrededor de los 37°
mediante la utilizacion de una manta
térmica.

Antes de colocar al animal en el
estereotaxico se untaron las barras del
mismo con un anestésico de accién local,
lidocaina al 5%.

Para evitar que la pulsaciones interfieran
con el experimento, se realizé un orificio
en la membrana atlanto-occipital con el
objetivo de liberar un poco de liquido
cefalorraquideo y asi disminuir la presion
intracraneal.

Las estimulaciones se realizaron con
electrodos bipolares, formados por dos
cables de acero recubiertos con esmalte
como medio de aislamiento (California
Fine Wire, Grover Beach, CA), el
diametro de los cables fue de 150 um, la
separacion entre las puntas de alrededor
de 100 ym y la impedancia in vitro de
1030 K. Luego de la implantacion
estereotaxica en ambas estructuras, los
electrodos fueron asegurados con
pegamento y cemento dental. Las
estimulaciones se generaron mediante
una corriente continua generada en un
estimulador Grass S-48 conectado a una
unidad aisladora Grass SIU 5. Se
utilizaron corrientes que aumentaron
gradualmente desde 0.1 a 2 mA. El
tiempo de duracién de las estimulaciones
fue de 0.2 ms y se realizaron con una
frecuencia de 0.9 Hz. Para observar los
potenciales antidromicos se registraron
neuronas de la CPFm y se realizaron
estimulaciones secuenciales para el ATV
y el RD. Para los registros extracelulares
se utilizaron micropipetas de vidrio
obtenidas a partir de traccion a alta
temperatura de capilares de 2.0 mm
(WPI, Sarasota, FL) realizados con un
dispositivo Narishige PE-2 (Narishige Sci.
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Inst., Tokyo, Japan). Como conductor
para rellenar los microelectrodos se utilizd
NaCl 2 M. Posteriormente se fracturaron
las micropipetas utilizando un flujo de
corriente 'y se seleccionaron los
electrodos cuya impedancia fuera de
entre 4 y 10 MQ. Los registros
extracelulares fueron amplificados con un
dispositivo Neurodata [IR283 (Cygnus
Technology Inc., Delaware Water Gap,
PA) , y reamplificados y filtrados con un
Cibertec amplifier (Madrid, Spain) para
luego ser digitalizados mediante un
dispositivo DAT 1401, ademas, como
interfase de sofware se utilizd6 el
programa Spike2 (Cambridge Electronic
Design, Cambridge,UK).

Se confirmé que se tratara de un registro
unitario por la activacion antidromica
desde la ATV y el RD (Fuller and Schlag,
1976) y se confirmd mediante histologia
la correcta ubicacion de los electrodos de
estimulacion.

3. Estudios de trazado.

Para esta serie de experimentos se
utilizaron ratas con pesos que oscilaron
entre 250 y 300 g y que fueron
anestesiadas por via intraperitoneal con
pentobarbital diluido 1:3 en agua
(60 mg/kg). Una vez constatado que
estuvieran profundamente anestesiadas
se procedid a emplazar las ratas en el
aparato estereotaxico (modelo David Kopf
640). Para las inyecciones de los
trazadores se utilizaron micropipetas de
vidrio obtenidas a partir de capilares de
forma similar a los experimentos de
electrofisiologia, con la salvedad de que,
en este caso, la punta fue cortada bajo el
microscopio para que alcanzara un
didmetro final de 30 ym. Posteriormente
fueron rellenadas con los trazadores, ya
sea con la subunidad B de la toxina
colérica (CTB) (List Biological
Laboratories, INC. Campbell, California,

FG

——

DR

Figura 4: Esquema de inyecciones de CTB y FG. Se indica la marca que se
esperaria encontrar en la CPFm donde el turquesa representa la marca de FG, el
rojo la marca de CTB y el amarillo la presencia de ambas marcas.
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USA) o con fluoro gold (FG,
Fluorochrome LLC, Englewood, CO,
USA). La CTB fue diluida a un 2% en
agua destilada, en cambio el FG, por su
baja solubilidad en agua, tuvo que ser
diluido en tampon cacodilato (2% FG en
0.1 M cacodilato pH 7.3). Los trazadores
fueron inyectados alternativamente en el
RD y el ATV de forma que cada rata
tuviera uno de los trazadores en cada
estructura. Las inyecciones iontoforéticas
fueron realizadas con pulsos positivos de
5 WA de 7 sy otros 7 s sin corriente
durante 10 min con un dispositivo
Stoelting (Stoelting, lllinois, USA).

3.1 Perfusion.

Después de la cirugia las ratas fueron
estabuladas por separado y, al cabo de
10 dias, sacrificadas mediante una
sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital. Inmediatamente después,
prefundidas por via intracardiaca con 50
mL de una solucion de Tirode sin calcio
(6.8 g/L NaCl; 0.4 g/L KCI; 0.32 g/L
MgCl,-6H,0; 0.10 g/L MgSO,-7H,0; 0.17
glucosa 1g/L) conteniendo ademas 0.1%
de heparina a 37°C, seguido de una
perfusién de solucion de parafor-
maldehido al 4% en tampdn fosfato 0.1 M,
pH 6.9) con el fin de fijar los tejidos,
primero se pasaron 50 ml a 37°C y luego
otros 300 ml a 4°C.

Después de la perfusion, se extrajo el
cerebro, se mantuvo durante 90 min en
la misma solucion de paraformaldehido y
se crioprotegid mediante una incubacion
de 48 horas a 4° C en una solucion de
sucrosa al 10% en PBS (0.1 M pH 7.4).

El paso siguiente fue la congelacion de
los cerebros, la misma se realizo
mediante inmersion en isopentano a —
30°C. Una vez congelados, los tejidos
fueron cortados a un grosor de 14 pm en
un microtomo/criostato (Microm HM500
OM, Walldorf, Germany). Los cortes
fueron montados en portas tratados con
Histogrip (Zymed Laboratories Inc., San
Francisco, CA, USA) y conservados a -
20°C hasta su utilizacion.
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3.2 Inmunhistoquimica por
fluorescencia indirecta en tejido
montado en portas.

La metodologia empleada en Ia
inmuhistoquimica de los trazadores se
bas6 en la empleada por Coons (1958).
Las secciones fueron incubadas durante
3 o0 4 dias con elllos anticuerpo/s
primario/s disuelto/s en solucion salina en
tampén fosfato 0.1M (PBS) conteniendo
0.3% Triton X-100 en cajas humidificadas
mantenidas a 4°C. Se  utilizé un
anticuerpo contra la CTB (1:1000) solo o
en combinacién con anticuerpos contra la
enzima triptéfano hidroxilasa (TPH)
(1:100), o la enzima tirosina hidroxilasa
(TH; 1:1000). Para mayor informacién
sobre los anticuerpos ver la Tabla 1.

Las secciones fueron lavadas mediante
tres inmersiones de 5 min en PBS y luego
incubadas durante 30 min a 37°C con
anticuerpos secundarios fluorescentes
(Tabla 2) a una concentracién 1:500 en
PBS con 0.3% Triton X-100. Para
detectar los anticuerpos de conejo (anti-
CTB) se utilizaron anticuerpos generados
en cabra o en burro conjugados con
Alexa Fluor 546 (rojo) o 488 (verde)
respectivamente, para detectar los
anticuerpos de ratén (anti-TH) también se
utilizaron anticuerpos generados en cabra
pero conjugados con Alexa Fluor 488 y
para detectar los anticuerpos de oveja
(anti TPH) se utilizaron anticuerpos
generados en burro conjugados con
AlexaFluor 546, 488 o fluorescencia
isotiocianato (FITC 1:50). Finalmente las
secciones fueron lavadas 3 veces en PBS
durante 5 min y recubiertas con Mowiol
(Merck, Darmstadt, Alemania) y el
cubreobjetos correspondiente. Las
secciones fueron observadas en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon
Eclipse E1000, Nikon, Tokyo, Jap6n) y un
microscopio confocal (Leica SP2; Leica,
Wezlar, Alemania) perteneciente al
servicio de microscopia confocal del Parc
Cientific de Barcelona-Universitat de
Barcelona (PCB-UB).
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Antigeno Generado en |Origen Tipo
Toxina Colérica Coneio Sigma, St. Louis, MI, USA Policlonal
subunidad B) (CTB) J Num. Catalogo C3062
( g
Tirosina Hidroxilasa (TH) | Ratén ﬁ:?nio%nétgggéaéezg 4U18A Monoclonal
Triptéfano Hidroxilasa Oveia Chemicon Intl., USA; Policlonal
(TPH) J Num. Catalogo AB1541

, Chemicon Intl., USA;
GADG67 Raton NUm. Catalogo MAB5406 Monoclonal
Receptor de Coneio Chemicon International, USA; Policlonal
Glutamato 1 (GIuR1) ) Num. Catalogo AB1504
Receptor de Coneio Chemicon International, USA; Policlonal
Glutamato 2/3 (GluR2/3) J Num. Catalogo AB1506

. BD Pharmingen
Receptor 5-HTa Raton Num. Catélogo 556326 Monoclonal

Tabla 1: Anticuerpos primarios

Detecta

Generado en

Origen

Caracteristica

Molecular Probes, Leiden,

IgG de Conejo Cabra Holanda Alexa Fluor 546 (rojo)

IgG de Conejo Burro Molecular Probes, Leiden, Alexa Fluor 488 (verde)
Holanda

IgG de Raton Cabra Molecular Probes, Leiden, Alexa Fluor 488 (verde)
Holanda

IgG de Oveja Burro Molecular Probes, Leiden, Alexa Fluor 546 (rojo)
Holanda

IgG de Oveja Burro Molecular Probes, Leiden, Alexa Fluor 488 (verde)
Holanda

IgG de Oveja Burro Chemicon Intl. FITC (verde)

IgG de Conejo Cabra Vector laboratories, inc. | Biotinilado

Tabla 2: Anticuerpos secundarios
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A partir de las imagenes de
epifluorescencia se analizé en cada corte
de CPF la distribucion de las neuronas
que proyectaban a cada estructura,
mientras que el microscopio confocal se
utilizo en el area de la corteza prefrontal
medial (a —3.2 mm AP) para evaluar el
numero total de neuronas que contenian
ambos marcajes o uno solo de ellos en un
unico corte. Se procedié de esta forma
para evitar la posibilidad de
sobrestimacién de células con doble
marcaje debido a un traspaso de sefal
por un canal que no correspondiera, algo
que ocurre frecuentemente con la
epifluorescencia, pero que puede ser
evitado en un microscopio confocal
espectral.

4. Inmunohistoquimica por
fluorescencia en tejido en
suspension (free floating).

El nivel de sensibilidad alcanzado en la
inmunohistoquimica en portas no fue
suficiente para resolver la distribucion de
epitopes pertenecientes a proteinas que
se encuentran en una baja concentracion
en el tejido, como es el caso de los
receptores de membrana, por tal motivo
se hizo necesario un cambio de estrategia
en cuanto al sistema utilizado para
realizar los ensayos inmunohisto-
quimicos. Uno de los mecanismos para
aumentar la sefal en una
inmunohistoquimica es aumentar la
penetrancia de los anticuerpos, si se
incuban los cortes en flotacion ésta se
aumenta notablemente.

La preparacion previa de los tejidos es
similar a la necesaria para la
inmuhistoquimica en portas con algunas
diferencias. Con el fin de aumentar la
resistencia de los tejidos y crioprotegerlos
se procediod a dejarlos por 5 dias en una
mezcla de 30% de sucrosa disuelta en
PBS con azida sdédica.

El método de congelacion fue el mismo
que el anteriormente descripto. El grosor
de los cortes en cambio fue mayor, 30um.
Los cortes fueron recolectados en pocillos
conteniendo PBS con azida sédica y
almacenados hasta su utilizacion a 4°C.
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Las incubaciones se realizaron a 4°C en
PBS con azida soédica, 0.3% Triton X-100
y suero de cerdo al 1% en agitacion
suave.

Para analizar el patrén de distribucién de
los subtipos de receptor glutamatérgico
se probaron distintas combinaciones de
anticuerpos, a saber:

anti-GluR1 y anti-TH

anti- GluR1 y anti-TPH

anti-GluR1 y anti-GAD67

anti-GluR2/3 y anti-TH

anti-GluR2/3 y anti-TPH

Los anticuerpos contra la TH y TPH se
utilizaron en concentraciones de 1:3000
para el primero y 1:300 para el segundo.
Los anticuerpos contra el GIuR1 se
utilizaron a una concentracion de 1:200.
Los anticuerpos contra el GIluR2/3
también se utilizaron en una
concentracion de 1:200. Los anticuerpos
monoclonales contra la enzima Acido
glutamico  decarboxilasa (GAD67) se
utilizaron a una concentracion 1:250. Para
mas informacion ver Tabla 1.

Al cabo de 4 dias, se realizaron 3 lavados
de 10 minutos y se incubaron los tejidos
con anticuerpos secundarios conjugados
con alexas fluorescentes como se ya se
ha descripto antes para la
inmunohistoquimica en portas. Los
tejidos se montaron en portas tratados
con histogrip y se recubrieron con Mowiol.
Con el fin de descartar cualquier
posibilidad de falsa colocalizacién, las
secciones fueron observadas en un
microscopio confocal espectral (Leica
TCS SL; Leica, Wezlar, Alemania)
perteneciente al servicio de microscopia
del Campus Casanova de la Universidad
de Barcelona.

5. Hibridacion in situ combinada
con inmunohistoquimica.

Para responder algunas de las preguntas
que surgieron de los objetivos del
proyecto, se hizo indispensable la
detecciéon en tejido de un mMRNA
determinado junto con la visualizacién de
la distribucién de una proteina particular.
La estrategia utilizada consistio en la
combinacion de técnicas de hibridacién in
situ junto con técnicas
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inmunohistoquimicas. Los protocolos se
basaron en los procedimientos de
hibridacion in situ propuestos por Hafen
(Hafen et al., 1983) y Young (Young et al.,
1986), siguiendo las modificaciones de
Tomiyama (Tomiyama et al., 1997) y
Serrats (Serrats et al., 2003). La
combinacibn con la técnica de
inmuhistoquimica fue el resultado del
trabajo realizado en mayor medida por
Penas y Vilaré (2008) y modificado por
Mori y Mengod (2008), introduciendo los
ajustes necesarios para adaptar la técnica
a los niveles de sensibilidad requeridos
para este trabajo.

5.1 Oligonucleotidos.

Para la deteccion del mRNA se utilizaron
oligonucleétidos marcados con **P como
sondas. A tal fin se seleccionaron 3
secuencias diferentes de entre 48 y 50 pb
complementarios al mRNA del receptor 5-
HT,s. Estas sondas correspondian a la
secuencia de bases numero 128-170
(rs2/N), 1380-1427 (rs2/C) y 939-987
(rs2/CL) del gen NM_017254. Los
oligonucledtidos fueron disefiados
tomando en cuenta el contenido en
citosina y guanina y la selectividad por el
MRNA de la especie animal utilizada. Con
este fin, las secuencias de todos los
oligonucledtidos se evaluaron  por
ordenador antes de ser sintetizados,
utilizandose la utilidad BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool)
comparandolas con las bases de datos
del EMBL y el GenBank. Las sondas se
sintetizaron y purificaron mediante HPLC
por Isogen Bioscience BV (Maarsden,
Holanda).

5.2 Marcaje radiactivo de
oligonucleétidos.

El **P es un elemento radiactivo que tiene
una vida media 24 dias y que emite
radiacion 3, la cual tiene una gran
capacidad ionizante/oxidante. Las sondas
fueron marcadas en su extremo 3’ con
[*Pla-dATP  ([*P] a-deoxiadenosina
trifosfato, 3000 Ci/mmol; DuPont-NEN,
Boston, USA) utilizando Ila enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT,
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5000U/ml, Calbiochem, La Joya, CA,
USA). En la reaccién de marcaje se
incubaron 2 pmol de oligonucleétido, 17
pmol de [**P] a-dATP y 5 unidades de
TdT en un tampdén de cacodilato de
potasio (1mM) vy cloruro de cobalto
(1.5mM) pH 7.2 a 37°C durante 1-2 h. Se
detuvo la reaccion calentando a 65°C
durante 5 minutos.

5.3 Purificacién de las sondas
marcadas.

Para eliminar los nucledtidos no
incorporados en el ADN, la mezcla de
reaccion se purificd por cromatografia en
columnas comerciales ProbeQuantTM G-
50 Micro Columns (GE Healthcare UK
Limited, Buckinghamshire, Reino Unido),
siguiendo las instrucciones del fabricante,
que consisten en diluir la solucién a
purificar en tampén STE (150 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA), cargarla
en la columna de SephadexTM G-50 DNA
Grade F, que previamente se ha
reconstituido  mediante  agitacion y
centrifugacion durante 1 minuto a 735x g,
y centrifugar durante 2 minutos a esta
velocidad para recoger el oligonucledtido
marcado.

5.4 Hibridacion.

Los tejidos obtenidos como se detalla
anteriormente se volvieron a fijar en una
solucién al 4% de paraformaldehido en 1x
dPBS (8 mM NaH,PO,, 1.4 mM KH,PQO,,
136 mM NaCl, 2.6 mM KCI) a 4°C durante
20 minutos. Seguidamente se realiz6 un
lavado en dPBS a una concentracién 3
veces mayor (3x dPBS) y dos lavados en
1x dPBS de 5 minutos a temperatura
ambiente. Las secciones fueron
incubadas 2 minutos en una solucién de
pronasa predigerida a una concentracion
final de 24 U/ml (Calbiochem, San diego,
CA, USA) en 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5
mM EDTA. El tratamiento con esta
proteasa permite una mayor accesibilidad
de la sonda al interior celular. La actividad
proteolitica fue detenida con una solucion
de 2 mg/mL de glicina en 1x dPBS
durante 30 segundos. Se realizaron 2
lavados de 30 segundos con 1x dPBS y
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se deshidrataron los cortes con etanol al
70% y 100%.

Las secciones se hibridaron en 80 ul de
una solucion tampon que contenia
formamida (50%), 4x SSC (1x SSC:150
mM NaCl, 15 mM citrato sddico), 1x
solucion de Denhardt (0.02% Ficoll,
0.02% polivinilpirrolidona, 0.02%
albumina de suero bovino, BSA), 10%
sulfato de dextrano, 1% sarkosil, 20 mM
tampon de fosfato sodico pH 7.0, 250
pug/ml de ARNt de levadura y 500 pg/ml
ADN de esperma de salmén. También se
le agregaron las sondas marcadas
observando que la actividad final
correspondiera a 1,5-3 x 10" cpm/mL
(Cortés et al., 1993).

Para evitar la evaporacién durante la
incubacién las  secciones  fueron
colocadas en cajas humidificadas y se
recubrieron con Nescofim (Bando
Chemical Ind., Kobe, Japédn). La
hibridacion se realizd a 42°C por un
tiempo de 16-20 horas.

Después de la etapa de hibridacién se
realizaron 4 lavados de 45 minutos a
temperatura ambiente en condiciones de
alta astringencia, a 60°C en un tampén de
lavado (0.6 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH
7.5), con el fin de mantener sélo las
uniones de alta especificidad.

5.5 Combinacion con
Inmunohistoquimica no
fluorescente

Después de los lavados se restituyeron
las condiciones de astringencia para
evitar perder sefial especifica mediante
una incubacién de 15 minutos en tampon
de baja astringencia que, ademas,
contenia BSA para bloquear los sitios de
union inespecificos del anticuerpo (Tris-
HCI 0.10M pH 7.5, 1M NaCl, 2mM
MgCI2-6H20 con 2% de BSA). Luego se
realiz6 la incubacién del anticuerpo
primario contra la CTB, en el mismo
tampén a 37°C. Al cabo de 4 horas se
realizaron 3 lavados de 5 minutos en el
tampodn antes descripto con la salvedad
de que no se le agregdé BSA, este tampon
se continué utilizando en los pasos
siguientes. Se incubaron los tejidos
durante 30 minutos a 37° con un
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anticuerpo secundario biotinilado
generado en cabra contra anticuerpos de
conejo (1:100; Vector Laboratories, CA,
USA). Se realizaron otros 3 lavados de 5
minutos y se incubaron las secciones con
una solucion ABC del kit Vectastain Elite
ABC (Vector Laboratories) a temperatura
ambiente durante 1 hora en un tampén
con bajo contenido salino (0.6 M NaCl, 10
mM Tris-HCI pH 7.5). El kit Vectastain
Elite ABC es un sistema de amplificacion
de la sefal que actua uniéndose a las
biotinas de los anticuerpos mediante
avidinas conjugadas a peroxidasa. Se
realizaron otros tres lavados de 5
minutos. Luego se procedio a efectuar la
reaccion colorimétrica propiamente dicha,
en tampon Tris-HClI 0.05M pH 7.5,
conteniendo 0.5 mg/mL DAB (diamino-
benzidine tetra hydrochloride, Sigma) y 1
p/ml H,O, durante 5-10 minutos
(dependiendo de la aparicién del marcaje)
a temperatura ambiente. Para finalizar se
realizaron dos lavados en el tampdn con
bajo contenido salino (0.6 M NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 7.5) y se deshidrataron los
cortes con etanol al 70% y 100%.

Para visualizar las sondas marcadas con
¥pP las secciones fueron expuestas a
pelicula fotografica Biomax MR (Eastman
Kodak Company, Rochester, NY, USA) a
—80°C durante un periodo de 4 dias.
Después de esto, la pelicula fotografica
se revelé durante 5 min a 20°C en LX24
(Kodak), y se fij6 durante 5 min en AL4
(Kodak). Finalmente se lavé en agua
corriente durante 10 minutos y con agua
desionizada. Este método permite la
visualizacion  macroscopica de las
regiones enriquecidas en el mRNA de
interés.

Para obtener una visualizacién
microscopica del mRNA a nivel celular, se
utilizé la técnica de inmersion en emulsion
fotografica liquida (dipping), que consiste
en la inmersion de los portaobjetos con
las secciones hibridadas en una emulsion
fotografica de sales de plata (emulsion
nuclear K5, liford, Mobberly, Reino Unido)
previamente diluida 1:1 con agua
destilada y fundida a 42°C. La exposicion
se hizo en ausencia de luz y a 4°C por un
tiempo que oscil6 entre 1 y 2 meses.
Pasado este tiempo los portaobjetos
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fueron finalmente revelados en D-19
(Kodak) y se fijaron en liford Hypam
(liford). Posteriormente se montaron con
Mowiol (Calbiochem).

Se realizaron controles para observar el
efecto de la combinacién sobre cada una
de las  técnicas por  separado
encontrandose diferencias en los niveles
de sensibilidad obtenida pero no en el
patron de las distintas marcas. El resto de
controles, de especificidad de la sonda de

mRNA y los otros controles de
interacciones entre técnicas fueron
realizados en su momento por

Pompeiano, Mori y Pefias (Mori F, 2008;
Pefias R, 2008; Pompeiano M et al.,
1994).

Las imagenes de los autorradiogramas se
captaron con una camara digital (Color
View 12) acoplada a un microscopio
Nikon Eclipse E1000 (Tokyo, Japén)

usando el programa AnalySIS (Soft
Imaging System GMBH, Minster,
Alemania).

Se determiné el porcentaje de células
marcadas con trazador retrogrado CTb
que expresaban el mensajero del receptor
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5-HT,» en la corteza cerebral. Estos
contajes se llevaron a cabo en cortes
transversales del cerebro de tres ratas,
por duplicado y en los que se contd la
totalidad de las células marcadas con
trazador que expresaban el mRNA del
receptor. Cabe aclarar que si bien se
observaron unas pocas neuronas CTB
positivas presentes en la corteza motora,
éstas no fueron tenidas en cuenta en este
estudio.

5.6 Tratamiento fotografico

Las imagenes fueron tratadas mediante
los programas Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Software, San Jose, CA, USA),
Analisis e Imagej 1.32j (Wayne Rasband,
National Institute of Health, USA). Los
tratamientos incluyeron realizaciéon de
fotomontajes, modificaciones digitales de
parametros tales como brillo, contraste,
pixelado y superposiciones. En ningun
caso se realizaron tratamientos
fotograficos que no fueran homogéneos
para la totalidad de la imagen.
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Simultaneous projections from prefrontal cortex to the ventral
tegmental area and dorsal raphe in the rat.

Pablo Vazquez-Borsetti, Pau Celada, Roser Cortés, Francesc Artigas.

En este trabajo se han encontrado una importante proporcién de neuronas de CPF que
bifurcan sus axones proyectando tanto al ATV como al RD. las estrategias experimentales
utilizadas incluyeron utilizando técnicas de electrofisiologia y de trazado de vias. Con
respecto a las primeras, se estimul6 secuencialmente el RD y el ATV, registrandose los
correspondientes potenciales antidrémicos en neuronas de CPFm. Las latencias obtenidas
desde el ATV fueron de 7.9 + 0.7 ms con una velocidad de propagacion del potencial
estimada en 1.76+ 0.14 (n=35, ATV) y en el caso del RD las latencias fueron de 13.7 + 0.8
con una velocidad estimada de 1.11+ 0.06m/s (n=31, RD). Se registraron potenciales
antidrémicos desde ambas areas en un 60% de las neuronas piramidales registradas. Un
78% de las neuronas que proyectan al RD también proyectan al ATV y un 72% de las que
proyectan al ATV también proyectan al RD. Los estudios histolégicos muestran que las
neuronas piramidales de la CPFm captaron ambos trazadores cuando estos fueron
inyectados por separado en el ATV y el RD. La proporcién de neuronas doblemente
marcadas fue similar al observado por electrofisiologia (ATV 81+18; RD 52+9; dobles 314,
n = 5 ratas) confirmando los resultados obtenidos mediante esta técnica.

Enviado a la revista Cerebral Cortex



Pablo Vazquez Borsetti 2008

Simultaneous projections from prefrontal cortex to the ventral

tegmental area and dorsal raphe in the rat

Pablo Vazquez-Borsetti', Pau Celada'?, Roser Cortés'*, Francesc Artigas'*?

"Department of Neurochemistry and Neuropharmacology,

Institut d’Investigacions Biomédiques de Barcelona (CSIC), IDIBAPS
2Centro de Investigacion Biomédica en Red de Salud Mental (CIBERSAM)
3Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERDNED)

08036 Barcelona, Spain

Corresponding author:

Francesc Artigas, PhD;

Dept. of Neurochemistry and Neuropharmacology,

Institut d’Investigacions Biomeédiques de Barcelona (CSIC), IDIBAPS
Rossello, 161, 6™ floor, 08036 Barcelona, Spain.

Phone: +3493-363 8315;
Fax: +3493-363 8301;

e-mail: fapngi@iibb.csic.es

Running title: PFC projections to monoaminergic nuclei

34


mailto:fapnqi@iibb.csic.es

Trabajo 1

Abstract

The prefrontal cortex (PFC) is critically involved in numerous higher brain functions.
PFC alterations have been reported in severe psychiatric conditions such as
depression and schizophrenia, which are associated with derangements of the
brainstem monoaminergic systems. Anatomical and functional evidence supports a
PFC control of these ascending systems, raising the possibility that pathological or
drug-induced changes in PFC may subsequently affect monoaminergic activity.
Using electrophysiological and track-tracing techniques we report that a substantial
proportion of midbrain-projecting pyramidal neurons in PFC exhibit simultaneous
projections to the ventral tegmental area, (VTA) and the dorsal raphe nucleus (DR).
Electrical stimulation of these nuclei in anesthetized rats evoked antidromic potentials
in pyramidal neurons of the medial PFC. Of the 30 experiments performed,
antidromic potentials were evoked in the same pyramidal neuron after sequential
DR/VTA stimulation in 18 cases (60%). Likewise, tracer application in midbrain
(fluorogold in the VTA and cholera toxin B in DR or viceversa) retrogradely labeled
pyramidal neurons in PFC projecting to VTA (81£18), to DR (52+9) and to both nuclei
(31+4; n = 5 rats). These results indicate that the PFC may simultaneously
coordinate the activity of dopaminergic and serotonergic systems within a short

temporal domain via monosynaptic pathways.

Key words: dopamine; dorsal raphe, prefrontal cortex, pyramidal neurons, ventral

tegmental area.
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The prefrontal cortex (PFC) is involved in many higher brain functions, including
mnemonic processes, attention and action planning, decision-taking, behavioral
inhibition and control of emotional signals (Miller and Cohen, 2001; Fuster, 2001;
Romo and Salinas, 2003). Although several PFC regions subserve specific roles
(e.g., orbitofrontal and ventral PFC—emotional processing, dorsolateral PFC-—
cognitive processing), simultaneous activity changes occur in various cortical -and
possibly subcortical- areas during working memory tasks, indicating the existence of
distributed processes (Romo and Salinas, 2003). Thus, PFC functions largely rely on
its extensive and often reciprocal connectivity with a vast array of cortical and
subcortical structures (Groenewegen and Uylings, 2000; Miller and Cohen, 2001;
Fuster, 2001).

Anatomical and electrophysiological studies have revealed the presence of a
reciprocal connectivity between the medial PFC (mPFC) and the dorsal raphe
nucleus (DR), which contains most of the ascending serotonergic (5-HT) neurons
(Aghajanian and Wang, 1977; Sesack et al., 1989; Peyron et al., 1998; Hajos et al.,
1998; Celada et al., 2001; Jankowski and Sesack, 2004; Gabbott et al., 2005). A similar
connectivity exists for dopaminergic (DA) neurons of the ventral tegmental area (VTA)
(Thierry et al., 1979; Thierry et al., 1983a; Tong et al., 1996b; Carr and Sesack, 2000;
Gabbott et al., 2005; Geisler and Zahm, 2005). Afferent pathways from mPFC to these
two nuclei exert a profound influence on the activity of DA and 5-HT neurons
(Aghajanian and Wang, 1977; Thierry et al., 1979; Thierry et al., 1983a; Tong et al.,
1996b; Hajés et al., 1998; Celada et al., 2001), which in turn project to cortical and
limbic areas, including the PFC. Moreover, “up” and “down” states in mPFC and VTA
are highly synchronized, suggesting coordinated states of activity in both structures
(Peters et al., 2004; Gao et al., 2007).

The PFC-DR-VTA connectivity is a particularly interesting study subject due to the
involvement of these brain areas in thought and affective disorders. Hence, the
dopaminergic and serotonergic innervation of the PFC play important roles in
cognitive processes, including working memory and cognitive flexibility (Williams and
Goldman-Rakic, 1995; Williams et al., 2002; Clarke et al., 2004; Robbins and
Roberts, 2007). Moreover, anatomical, cellular, metabolic and neurochemical
alterations of the PFC have been reported in severe psychiatric conditions such as

depression and schizophrenia which are also associated with derangements of both
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monoaminergic systems (see for review Harrison, 1999; Selemon and Goldman-
Rakic, 1999; Maniji et al., 2001; Benes and Berretta, 2001; Drevets, 2001; Lewis et
al., 2005). Furthermore, the functional interactions between the PFC, the VTA and
the DR may be crucial for the understanding of the therapeutic action of
antidepressant and antipsychotic drugs, which target transporters or receptors
expressed by DA, 5-HT and PFC neurons (Cortés et al., 1988; Mengod et al., 1989;
Weiner et al., 1991; Bymaster et al., 1996; Artigas et al., 1996; Arnt and Skarsfeldt,
1998; Santana et al., 2004). Finally, high frequency stimulation of Broadman area 25
(Cg25) in treatment-resistant depressives induced an immediate clinical
improvement, an effect that may involve the connectivity of Cg25 with midbrain nuclei
(Mayberg et al., 2005).

However, despite VTA-projecting and DR-projecting pyramidal neurons in PFC
are localized to the same areas (mainly prelimbic and infralimbic subdivisions), it is
unknown whether these are segregated or overlapping populations. Using
electrophysiological and track-tracing techniques, we report here that a substantial
proportion of mPFC neurons project simultaneously to both nuclei, raising the

possibility of a concurrent PFC control of the ascending DA and 5-HT pathways.

Experimental procedures

Animals

Male albino Wistar rats (Iffa Credo, Lyon, France) weighing 250-300 g were used in
this study. Animals were kept in a controlled environment (12 h light/dark cycle and
22 + 2°C room temperature) with food and water provided ad libitum. All experimental
procedures used in this study were in strict compliance with the Spanish legislation
and the European Communities Council directive 86/609/EEC on ‘Protection of
Animals Used in Experimental and Other Scientific Purposes’ of 24 November 1986
(O.J. of E.C. L358, 18/12/1986). Animal work was carried out in the animal facilities
of the School of Medicine of the University of Barcelona and all protocols used were
approved by its Ethical Committee for Animal Research and by the “Departament de

Medi Ambient i Habitatge” from the Catalan Government (Generalitat de Catalunya).
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Electrophysiological recordings
We undertook a systematic study to evaluate the incidence of mPFC pyramidal
neurons simultaneously projecting to the DR and the VTA using the antidromic
potential technique (Fuller and Schlag, 1976). Rats were anesthetized (chloral
hydrate 400 mg/kg i.p.) and positioned in the stereotaxic frame (David Kopf
Instruments). Additional doses of chloral hydrate (80 mg/kg) were administered i.v.
through the femoral vein. Body temperature was maintained at 37°C throughout the
experiment with a heating pad. All wound margins and points of contact between the
animal and the stereotaxic apparatus were infiltrated with lidocaine solution (5%). In
order to minimize pulsation, the atlanto-occipital membrane was punctured to release
some CSF. Bipolar stimulating electrodes consisted of two stainless steel enamel-
coated wires (California Fine Wire, Grover Beach, CA) with a diameter of 150 um and
in vitro impedances of 10-30 KQ. Poles were slightly separated under microscopic
examination to 300-500 ym. Stimulating electrodes were stereotaxically implanted in
both structures, the DR (AP -7.6 to -7.8; L -3.1 with 30° of inclination; DV -6.2 to —6.8)
and VTA (AP -5.6 to -6.0; L -0.5; DV -8.2) (Paxinos and Watson, 1986). After
implant, the electrodes were secured to the skull with glue and dental cement.
Constant current electrical stimuli were generated with a Grass stimulation unit S-48
connected to a Grass SIU 5 stimulus isolation unit. . Stimulating current was 1.16 +
0.08 mA for DR and 1.14 + 0.07 mA for VTA, 0.2 ms square pulses at 0.9 Hz.
Pyramidal neurons were recorded extracellularly with glass micropipettes pulled from
2.0 mm capillary glass (WPI, Sarasota, FL) on a Narishige PE-2 pipette
puller(Narishige Sci. Inst., Tokyo, Japan). Microelectrodes were filled with 2 M NaCl.
Typically, in vitro impedance was between 4 and 10 MQ. Single unit extracellular
recordings were amplified with a Neurodata IR283 (Cygnus Technology Inc.,
Delaware Water Gap, PA), postamplified and filtered with a Cibertec amplifier
(Madrid, Spain) and computed on-line using a DAT 1401plus interface system Spike2
software (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK).

We systematically confirmed that only a single pyramidal neuron was recorded
by identification by antidromic activation from the DR or the VTA (Fuller and Schlag,
1976). After recording antidromically-evoked spikes from one of these sites (VTA or

DR), the current was switched to the other site (DR or VTA, respectively). Dual
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projection neurons were characterized by the presence ot antidromic spikes after

stimulation from both sites.

Track-tracing studies

Animals were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg i.p.), and
placed in a stereotaxic frame. Glass capillary tubes were heated, pulled and the tips
broken to 30 um diameter under microscopic control. The micropipettes were then
filled with cholera toxin B subunit (CTB, List Biological Laboratories, Campbell, CA,
USA) or fluorogold (FG, Fluorochrome LLC, Englewood, CO, USA). A solution of
CTB (2% in distilled water) was iontophoretically injected into the DR (n=4) or in the
VTA (n=1). The same animals received subsequently iontophoretic injections of FG
(2% in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.3) into the VTA (n=4) or the DR (n=1),
respectively. The iontophoretic injections were performed using a 5 pA positive-
pulsed direct current for a total of 5 min (7 s on/off for 10 min). After surgery, rats
were housed individually. Ten days after surgery, the animals were anesthetized with
an i.p. overdose of sodium pentobarbital and perfused transcardially with 50 mL of
calcium-free Tyrode’s solution (6.8 g/L NaCl; 0.4 g/L KCI; 0.32 g/L MgCl,-6H20; 0.10
g/L MgSO47H,0; 0.17 g/L NaH,PO4H,O; 2.2 g/L NaHCO3;; 1.1 g/L glucose)
containing 0.1% heparin at 37°C, followed by 50 mL of warm (37°C) and 300 ml of
cold (4°C) fixative (4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 6.9). After
perfusion, the skull was opened and the brain carefully removed and stored for 2
days in a cryoprotective solution (10% sucrose in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4).
The brains were then frozen by slow immersion into dry-ice chilled isopentane.
Tissue sections, 14 uym thick, were cut on a microtome-cryostat (Microm HM500 OM,
Walldorf, Germany), and mounted onto Histogrip-treated glass slides (Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA) and processed for the indirect
immunofluorescence technique of Coons (1958). Thus, the sections were incubated
during 3-4 days in a humid chamber at 4°C with a rabbit antiserum to CTB (1:1000;
Sigma, St. Louis, MI, USA) alone or in combination with sheep anti-tryptophan
hydroxylase (TPH) antiserum (1:100; Chemicon Intl.) or an anti-tyrosine hydroxylase
(TH) monoclonal antibody (1:1000; Diasorin, Stillwater, MN, USA). Then the sections
were rinsed in 0.1M phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 30 min at

37°C with appropriate combinations of the following antisera (1:500, Molecular
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Probes, Leiden, NL): Alexa Fluor 546-conjugated goat anti-rabbit (for CTB) and Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-mouse (for TH) or Alexa Fluor 488-conjugated
donkey anti-rabbit (for CTB) and AlexaFluor 546-conjugated donkey anti-goat (for
TPH). In sections from animals injected with FG in the DR, fluoresceine isotiocyanate
(FITC)-conjugated donkey anti-sheep antiserum (1:50; Chemicon Intl.) was used as
secondary antibody to detect TPH. Finally, the sections were washed in PBS and
coverslipped using Mowiol (Merck, Darmstadt, Germany). The sections were
observed in an epifluorescence microscope (Nikon Eclipse E1000, Nikon, Tokyo,

Japan) and a confocal microscope (Leica SP2; Leica, Wezlar, Germany).

Data analysis

PFC sections were analyzed with an epifluorescence microscope to identify the
distribution of pyramidal neurons projecting to the VTA and/or the DR. The medial
and orbital cortices were then analyzed in more detail with the confocal microscope
to determine the number of neurons projecting to each nucleus (or both). Digital
images were obtained and treated with Adobe Photoshop to adjust brightness,
contrast and size to make the final figures. Data are expressed as means + SEM.

Statistical significance was set at p< 0.05.

Results

Electrophysiological experiments
A total of 48 experiments were performed in which pyramidal neurons in mPFC were
identified by antidromic stimulation from either the VTA or the DR. In some
experiments (n = 18) histological examination revealed that one or other electrodes
were slightly misplaced. Therefore, data on co-projecting neurons were taken from
30 experiments performed in 10 different rats. However, data on latencies and
conduction velocities correspond to the total number of experiments performed, since
these variables are not affected by small differences in electrode location.

Figure 1 shows the recording and stimulation sites. In 18/30 (60%)
experiments, antidromic spikes were evoked in the same pyramidal neuron by

sequential stimulation of the DR and the VTA. Five neurons (16.7 %) were
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antidromically activated by DR stimulation but did not exhibit antidromic spikes during
stimulation of the VTA whereas 7 neurons (22.3 %) were activated by VTA (but not
DR) stimulation. Figure 2 shows representative examples of the recording of a
pyramidal neuron projecting to the VTA, the DR and both. The latencies of the
antidromic spikes evoked by VTA stimulation was significantly lower than those
evoked by DR stimulation (Table 1).

Track-tracing studies

In order to verify the existence of pyramidal neurons in the PFC projecting to the DR
and the VTA, we conducted a series of track-tracing experiments in which CTB and
FG were microiontophoretically applied in the DR and the VTA, respectively (n = 4).
Data from another rat in which CTB was applied in the VTA and FG in the DR are
also given.

Figure 3 shows fluorescence microscope images depicting the localization of the
tracers in the DR (CTB) and the VTA (FG) as well as the schematic representation of
the localization of pyramidal neurons in PFC projecting to one or both nuclei (n = 4).
In these rats, the tracers were confined within the respective nuclei, as shown by the
colocalization of the tracer and the markers for serotonergic neurons of the DR (TPH)
and dopaminergic neurons of the VTA (TH).

CTB application in the DR labeled a large number of neurons in layer V of the
prelimbic and infralimbic subdivisions of the mPFC (Fig. 3). CTB application in DR
also labeled a more moderate number of neurons in the anterior cingulate as well as
in lateral and ventral orbitofrontal cortex. A few neurons were labeled in the agranular
insular cortex, adjacent to those in the orbitofrontal cortex. As expected from the
tracer application in the midline of the DR, labeled neurons were found ipsilateral and
contralateral to the injection side.

FG application in the VTA also resulted in the labeling of a large number of
neurons in the prelimbic and infralimbic mPFC (Fig. 3). With the exception of the
orbitofrontal cortex, which contained only few FG-labeled neurons, the localization of
VTA-projecting neurons was very similar to that of neurons projecting to the DR, in
the cingulate, prelimbic and infralimbic subdivisions. In contrast to injections in the
DR, FG application in the VTA mostly labeled neurons in the ipsilateral hemisphere,

and, only a few VTA-projecting neurons were found in the contralateral side. Figure 4
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shows the actual localization of mPFC pyramidal neurons projecting to DR (4A), VTA
(4B) or both (4C).

Figure 5 shows fluorescence microscope images depicting the localization of the
tracers in the DR and VTA of the rat injected with the inverse tracer combination
(e.g., FG in the DR and CTB in VTA). This resulted in a distribution of labeled
neurons similar to that described above. A large number of FG-labeled neurons (DR-
projecting) was found in the medial and orbitofrontal cortex in both hemispheres.
Likewise, CTB application in VTA labeled a large number of neurons in the ipsilateral
mPFC and no neurons in orbitofrontal cortex. Very few CTB-labeled cells were
detected in the contralateral mPFC. Table 2 shows the absolute number of DR-
projecting and VTA-projecting neurons in the ipsilateral PFC of the 5 rats examined.
On average, the percentage of dual projection neurons was 63 + 6 % with respect to

those projecting to DR and 42 + 6 % with respect to those projecting to VTA.

Table 1. Latencies of antidromic spikes evoked in mPFC pyramidal neurons by

stimulation of midbrain monoaminergic nuclei

Stimulation site Latency (ms) Speed (m/s)
DR (n = 31) 13.7 £ 0.8* 1.11+ 0.06*
VTA (n = 35) 7907 1.761 0.14

Data (mean + SEM) are latencies of antidromic spikes reaching layer V mPFC
neurons by stimulation of bipolar electrodes located in the DR and the VTA (see Fig.
1). Speed was calculated considering the actual distance between mPFC and each
structure (11 mm for VTA and 14 mm for DR), according to the atlas of rat brain
(Paxinos and Watson, 1998)

*p < 0.0002 vs. VTA.
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Table 2. Labeling of mPFC neurons by tracer application (CTB or FG) in the DR and
VTA.

VTA DR Both
Rat #1 49 22 15
Rat #2 147 47 38
Rat #3 88 75 39
Rat #4 57 50 33
Rat #5 (FG in VTA; CTB in DR) 65 68 32
Average 81+18 52+ 9 31+4

Data are numbers of neurons labeled by CTB application in the VTA and FG
application in the DR (rats #1-4) or viceversa (rat #5) in individual sections of the

PFC (approx. Bregma +3.2; Paxinos and Watson, 1998).

Figure 1. A) Schematic drawing of a frontal section of the rat brain at AP + 3.2 mm
(Paxinos and Watson, CD edition, 1997, with permission from Elsevier Science)
illustrating the area where pyramidal neurons were recorded. B, C) Schematic
representation of the location (black dots) of the tip of bipolar electrodes used to
stimulate the VTA (B) and the DR (C).
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Figure 2. Identification of pyramidal neurons in mPFC by antidromic activation from
the DR and VTA. Examples of pyramidal neurons projecting to the VTA (A), the DR
(B) an to both nuclei (C). Upper panels. Raster plots. Each dot corresponds to an
action potential fired by the pyramidal neuron recorded upon stimulation from the DR
and/or the VTA. Dots at time = 0 correspond to the stimulus artifact. Lower panels.
Actual spike traces corresponding to the time periods indicated in raster plots,
immediately before and after switching the stimulating current from the DR to the
VTA electrode. Asterisks denote antidromic spikes missing due to collisions with
ongoing spontaneous action potentials during stimulation of the DR or VTA. A)
Example of a mPFC pyramidal neuron showing antidromic potentials after stimulation
from the VTA (latency 4.4ms) but not from DR. B) Example of a mPFC pyramidal
neuron showing antidromic potentials after stimulation from the DR (latency 15 ms)
but not from the VTA. C) Example of a mPFC pyramidal neuron showing antidromic
potentials after stimulation from the DR (latency 15.8 ms) and from the VTA (latency
11.6 ms).
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Figure 3. Retrograde labeling of PFC neurons after microiontophoretic application of
FG in the VTA and CTB in the DR. For each rat (#1-4), schematic representations of
coronal sections at the PFC level (+3.2 mm from bregma, Paxinos and Watson,
1986) illustrate the distribution of cells retrogradely-labeled with FG (blue dots), CTB
(orange dots) or both tracers (violet dots). Every dot represents 5 labeled neurons.
Note the presence of numerous neurons projecting to the VTA in the prelimbic and
infralimbic cortices, extending dorsally to the cingulate and secondary motor areas
and ventrally to the dorsal peduncular and orbital cortices in the hemisphere
ipsilateral (i) to the injection site. Only few VTA-projecting neurons are found in the
prelimbic cortex of the contralateral (c) side. Neurons projecting to the DR are
detected in both the ipsilateral and contralateral hemispheres, mainly concentrated in
the prelimbic and insular agranular cortices. CTB-labeled cells can also be
encountered in the orbital, infralimbic and cingulate cortical areas. The location of
injection sites in each rat is illustrated in the corresponding photomicrographs
obtained from sections through the brainstem which show TH-immunoreactivity
(green) and FG-fluorescence (white) in the VTA and TPH- (green) and CTB- (red)
immunoreactivity the DR. Images were obtained with a Colorview camera in a Nikon
Eclipse fluorescence microscope and were overlapped using AnalySIS software. Bar
= 200um.
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Figure 4. Confocal photomicrographs of a PFC coronal section of a rat (#4; see Fig.
3) that received CTB in the DR and FG in the VTA, after incubation with CTB
antiserum. The images in A-C are montages of 10 consecutive optical sections (1 ym
each) colorized and merged with the confocal software. Panels D-F show
enlargements of the area boxed in C. A,D) CTB-immunoreactive cell bodies are
observed along layer V of the mPFC. B, E) FG-fluorescence shown in green is also
present in numerous cells in layer V. C,F) Superimposed images show the presence
of CTB (red), FG (green) or both tracers (yellow). Black arrows on the right mark the
limit between the cingulate and the prelimbic cortices (upper arrow) and the limit

between the prelimbic and infralimbic cortices (down arrow). Bar = 200 pm.
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Figure 5 Retrograde labeling of PFC
neurons after  microiontophoretic
application of CTB in the VTA and FG
in the DR. Schematic representation
of a coronal section at the prefrontal
cortex level (+3.2 mm from bregma,
Paxinos and  Watson, 1986)
illustrating the distribution of cells
retrogradely-labeled with FG (blue
dots), CTB (orange dots) or both
tracers (violet dots) in rat #5. Every
dot represents 5 labeled neurons.
The distribution of VTA- and DR-

projecting cells is comparable to that described in Fig. 3. The location of injection

sites is illustrated in photomicrographs obtained from sections through the brainstem

of the same rat which show TH- (green) and CTB- (red) immunoreactivity in the VTA

and TPH- immunoreactivity (green) and FG-fluorescence (white) in the DR. Images

were obtained with a Colorview camera in a Nikon Eclipse fluorescence microscope

and were overlapped using AnalySIS software. Bar = 200um.
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Discussion

The present study shows the existence of a substantial population of mPFC
pyramidal neurons that simultaneously project to the VTA and the DR. The proportion
of dual projection neurons can be estimated to be 60% according to the experiments
using antidromic stimulations from both nuclei. The results from histological
experiments reveal similar values when data were referred to the total number of DR-
projecting neurons (63% also projected to VTA) and somewhat lower values (42%)
when referring data to VTA-projecting neurons, which were more abundant.
Irrespectively of this quantitative difference, these results indicate that the ascending
5-HT and DA pathways are under a concurrent control of their activity by the same

pyramidal neurons in mPFC.

Methodological considerations

In agreement with occasional pilot observations (Puig et al., 2003), the use of the
antidromic activation/collision test technique enabled a systematic identification of
PFC pyramidal neurons projecting simultaneously to DR and VTA. This approach
has been used to identify the existence of efferent neuronal projections with
branching axons in different structures, including the PFC. In a pioneering study,
Thierry et al., (1983a) reported on different patterns of dual-projection neurons in
mPFC which innervated several structures such as mediodorsal thalamus, ventral
tegmental area, substantia nigra, superior colliculus, central gray and habenula. The
present study agrees with the view that PFC pyramidal neurons have branching
axons to simultaneously coordinate the activity of various subcortical structures. The
conduction velocities and latencies found here are within the range of those
previously reported for mPFC pyramidal neurons projecting to the serotonergic and
dopaminergic nuclei (Thierry et al., 1983a; Peterson et al., 1990; Celada et al., 2001;
Puig et al., 2003). A significantly lower latency was found for the PFC-VTA pathway
than for the PFC-DR pathway, which may be due to the shorter distance between
mPFC and VTA and the proximity of the latter nucleus to the median forebrain bundle
(MFB), implying that fast conduction myelinized axons exist for most of the trajectory
between mPFC and VTA. It is unlikely that the electrical stimulation of the VTA, had
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antidromically activated axons in the MFB under the present experimental conditions.
In such a case, antidromic spikes would have been evoked in all VTA stimulations
from the same rat, a situation we never observed.

The use of the track-tracing techniques provided essentially the same results, yet
the percentage of co-projecting neurons found was somewhat lower than that
obtained with the antidromic activation technique. Pyramidal neurons projecting to
the DR and/or VTA were mainly found in layer V of the infralimbic, prelimbic and
cingulate cortices, in agreement with previous reports in the literature using either
electrophysiological or track-tracing techniques (Aghajanian and Wang, 1977; Thierry
et al., 1979; Thierry et al., 1983b; Sesack et al., 1989; Tong et al., 1996b; Peyron et
al., 1998; Hajés et al., 1998; Tong et al., 1998; Celada et al., 2001; Jankowski and
Sesack, 2004; Gabbott et al., 2005; Geisler and Zahm, 2005). Likewise, more DR-
than VTA-projecting neurons were found in the orbitofrontal cortex, which is in
agreement with previously reported data (Peyron et al., 1998; Gabbott et al., 2005;
Geisler and Zahm, 2005).

One possible limitation of the use of FG and CTB is the uptake by damaged
fibers of passage close to the application site. This might be a potential confounding
factor, particularly for the identification of VTA-projecting neurons, given the proximity
of the VTA to the MFB. CTB has been reported to be taken up by fibers of passage
(Chen and Aston-Jones, 1995). It is controversial whether FG can be also taken up
by fibers of passage. While the majority of studies have reported no uptake
(Schmued and Fallon, 1986; Pieribone and Aston-Jones, 1988; Schmued and
Heimer, 1990), another study found FG uptake (Dado et al., 1990). However, this
potential limitation can be minimized by the microiontophoretic application of the
tracer, as used herein. This procedure resulted in a tracer distribution within the
boundaries of the DR and VTA as observed by the coincidence of the tracer with the
TPH and TH immunoreactivity used to label 5-HT and DA neurons, respectively.
Moreover, should tracer application result in damage of MFB fibers and subsequent
tracer uptake, a more widespread distribution of labeled neurons would have been
observed in the PFC, particularly in the primary and secondary motor areas, that
contain the largest proportion of corticospinal fibers of all PFC subdivisions (Gabbott
et al., 2005). Only one rat (rat #3; see Fig. 3) had a significant number of neurons in

the secondary motor area labeled by the tracer application in the VTA. Yet in this
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case, the number of labeled neurons was higher in the mPFC (cingulate, prelimbic
and infralimbic) than in the motor PFC.

Moreover, the ratio between the number of VTA-projecting neurons and DR-
projecting neurons in the mPFC was 1.5 on average (see Table 2), which is in close
agreement with that reported using single applications of wheat germ agglutinin
conjugated with horseradish peroxidase in each site (VTA/DR ratios of 3.28, 1.21 and
1.02 for the infralimbic, prelimbic and cingulate cortices; see Table 3 in Gabbott et al.,
2005). Based on this evidence, it is highly likely that the present methods specifically
labeled pyramidal neurons in mPFC projecting to the DR- and the VTA.

Notwithstanding the reliability of both techniques, as used herein, a quantitative
difference was noted. The percentage of dual-projection neurons obtained with the
antidromic activation technique was 60% which was essentially identical (63%) to
that obtained by track-tracing techniques when results were expressed by reference
to the total of DR-projecting neurons. A lower proportion (42%) was obtained when
expressing the data by reference to VTA-projecting neurons, which are more
abundant in mPFC. One possible reason for this difference is the smaller size of the
VTA compared with the DR, which extends ~2 mm in the rostrocaudal axis. Then, it
is possible that only a small proportion of the actual number of PFC neurons
projecting to the DR had been labeled by tracer application in this nucleus compared
with those labeled by tracer application in the VTA. This would result in an apparently
greater number of VTA-projecting neurons in the mPFC, as observed, and therefore
in a comparatively lower percentage of dual-projection neurons when expressed by
reference to VTA. Additionally, it may be that electrical stimulation may activate

myelinized axons in the VTA that would not take up the tracers.

Functional implications

The mPFC exerts a very important control of the activity of 5-HT neurons. Two
independent studies revealed that more than 80% of DR 5-HT neurons responded to
the electrical stimulation of he mPFC (Hajos et al., 1998; Celada et al., 2001). The
responses elicited differ, possibly depending on the stimulation site. Stimulation of the
infralimbic PFC resulted in a majority of inhibitory responses in 5-HT neurons, which
were not blocked by the selective 5-HTa receptor antagonist WAY-100635, while

stimulation at a more dorsal site increased the proportion of excitatory responses
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(Hajos et al., 1998). Subsequent tracing studies revealed that ventral aspects of the
PFC mainly synapse with GABA cells in the DR (Varga et al., 2001; Jankowski and
Sesack, 2004), and establish a low proportion of synaptic contacts with 5-HT cells
(Jankowski and Sesack, 2004). However, electrical stimulation of the mPFC in a more
dorsal coordinate (DV 3.5-4 mm; prelimbic area) evoked both monosynaptic excitations
(latency 17 ms) and inhibitions in DR 5-HT neurons. Excitations were AMPA- and
NMDA-receptor mediated, thus supporting the view that prelimbic afferents establish
direct excitatory contacts with 5-HT neurons (Celada et al., 2001). Unlike in Hajos et al.
(1998), inhibitions evoked by prelimbic stimulation were WAY-100635-sensitive and the
proportion of excitations increased in animals depleted of 5-HT, suggesting the
involvement of 5-HT44 autoreceptor-mediated inhibitions in addition to GABAA-mediated
inhibitions (Celada et al., 2001). Moreover, both the electrical and chemical stimulation
of the prelimbic PFC increased the activity of DR 5-HT neurons and increased DR 5-HT
release (Celada et al., 2001; Martin-Ruiz et al., 2001; Amargos-Bosch et al., 2003)
giving support to the notion of an excitatory PFC input to DR 5-HT neurons.

Thus, PFC afferents to DR have a profound and complex influence on the
activity of the ascending 5-HT systems, possibly in a region-dependent manner, with
the infralimbic PFC having a more marked suppressing effect of 5-HT neuron activity
via inputs onto DR GABA cells.

Likewise, the major afferent excitatory pathway to the VTA originates in the PFC,
as reported by anatomical and electrophysiological studies (Thierry et al., 1979; Thierry
et al., 1983b; Hurley et al., 1991; Sesack and Pickel, 1992; Tong et al., 1996a; Tong et
al., 1998; Carr and Sesack, 2000; Gabbott et al., 2005; Geisler and Zahm, 2005).
mPFC afferents synapse onto DA and non-DA (GABA) cells with well established
connectivity patterns. Thus, DA neurons projecting back to PFC and to other
unidentified structures (but not to nucleus accumbens) receive monosynaptic inputs
from PFC (Carr and Sesack, 2000). Likewise, VTA GABAergic neurons projecting to
nucleus accumbens are innervated by direct mPFC inputs (Carr and Sesack, 2000). In
this manner, mPFC afferents can regulate the activity of the mesocortical DA pathway
and the mesolimbic GABAergic pathway, in addition to DA and GABA cells projecting to
other structures by monosynaptic excitatory inputs (Carr and Sesack, 2000). /In vitro
recordings in the VTA indicate that these excitatory inputs are important to elicit long-

term changes in the activity of DA and GABA cells (Bonci and Malenka, 1999). In vivo
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recordings indicate that PFC inputs are crucial to evoke burst firing in DA cells (Gariano
and Groves, 1988; Overton and Clark, 1997) yet this may involve both direct and
indirect pathways (via laterodorsal/pedunculopontine tegmentum) (Grace et al., 2007).

The present data may have several functional implications at the physiological
and pathological levels. The ascending dopaminergic and serotonergic systems have
been implicated in emotional control, in close relationship with other structures (PFC,
cingulate cortex, hippocampus, amygdala, etc.) making up the extended limbic system
(Morgane et al., 2005). Dopamine neurons increase their activity to signal rewards or
reward-associated stimuli (Schultz 2004, 2007) and increases in raphe activity have
also been reported in response to future rewards (Tanaka et al., 2004). On the other
hand, both systems are involved in cognitive processes. Among other functions, DA
and 5-HT play a role in the maintenance of persistent neuronal activity in dorsolateral
PFC during working memory tasks (Williams and Goldman-Rakic, 1995; Williams et al.,
2002).

Based on the present results, we suggest that relevant behavioral or emotional
stimuli reaching the PFC may evoke concerted changes of the activity of the ascending
dopaminergic and serotonergic neurons. This simultaneous control would occur within a
very short temporal domain (typically <20 ms) and would concurrently set the
dopaminergic and serotonergic tone in various subcortical and cortical areas (including
the PFC). These phasic PFC inputs would add to the tonic regulation of 5-HT and DA
activity which is strongly dependent on inputs from locus coeruleus (via ou-
adrenoceptor activation; VanderMaelen and Aghajanian, 1983) and hippocampus (via
nucleus accumbens-ventral pallidum inputs) (Grace et al., 2007), respectively.

Likewise, the present observations may have some implications for the
pathophysiology and treatment of severe psychiatric disorders such as depression and
schizophrenia. Persistent changes in the metabolic activity of the PFC in these
disorders have been reported (Catafau et al., 1994; Andreasen et al., 1997; Shergill et
al., 2000; Ressler and Mayberg, 2007). These alterations may translate into a
malfunction of 5-HT and DA systems that perhaps underlie depressive and psychotic
symptoms. Moreover, drugs acting on receptors/transporters highly expressed in the
PFC such as antidepressant or atypical antipsychotic drugs may indirectly modulate the

serotonergic and dopaminergic activity via actions on PFC targets (Bortolozzi et al.,
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2003; Diaz-Mataix et al., 2005). Further work is required to examine whether DR- and

or VTA-projecting neurons express antipsychotic-sensitive receptors.
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Pyramidal neurons in rat prefrontal cortex projecting to ventral
tegmental area and dorsal raphe nucleus express 5-HT,, receptors

Pablo Vazquez-Borsetti, Roser Cortés, Francesc Artigas.

En este trabajo se combinaron técnicas de inmuhistoquimica con técnicas de
hibridacion in situ con oligonucleotidos de ADN, siendo uno de los primeros trabajos
conocidos por nosotros donde se hayan podido combinar ambas técnicas. Se
determino que una gran proporcién de las neuronas de proyeccion a los nucleos
aminérgicos del ATV y el RD contenian el mensajero del receptor 5-HT,a. En el caso
del ATV se observé que los porcentajes para la CPFm oscilaban entre el 43 y el 60%
con una media de 52 £ 5% mientras que para la OFC se encontraron proporciones
de 45% y 71% en dos de las ratas inyectadas. En el caso del RD se obtuvieron
resultado similares. Para la CPFm la proporciéon de neuronas de proyeccion que
expresaban el 5-HTza fue de entre 60% y 67% para la corteza derecha y de entre
59% y 71% para la corteza izquierda. Ademas se encontraron una gran cantidad de
neuronas de proyeccion en el OFC que también expresaban el mensajero del
receptor 5-HT2a 64% a 75% en la corteza derecha y en la izquierda (73% a 81%).
Una cuestion que a veces aflora en las discusiones sobre las hibridaciones in situ es
si la presencia del mensajero demuestra la presencia de la proteina. En los
materiales suplementarios de este trabajo mostramos ademas una
inmunohistoquimica del receptor 5-HT,5 donde se ve su presencia en una neurona
de proyeccion doble VTA-DR.
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Abstract

The prefrontal cortex (PFC) is involved in higher brain functions altered in
schizophrenia. Classical antipsychotics modulate cortico-limbic circuits mainly
through subcortical D2 receptor blockade, whereas second generation (atypical)
antipsychotics preferentially target cortical 5-HT receptors. Anatomical and functional
evidence supports a PFC-based control of the brainstem monoaminergic nuclei.
Using a combination of retrograde tracing experiments and in situ hybridization we
report that a substantial proportion of PFC pyramidal neurons projecting to the dorsal
raphe (DR) and/or ventral tegmental area (VTA) express 5-HTza receptors. Cholera
toxin B application into the DR and the VTA retrogradely labeled projection neurons
in the medial PFC (mPFC) and in orbitofrontal cortex (OFC). In situ hybridization of 5-
HT,a receptor mRNA in the same tissue sections labeled a large neuronal population
in mPFC and OFC. The percentage of DR-projecting neurons expressing 5-HTa
receptor mMRNA was 59-71% in mPFC and 64-81% in OFC (n = 3 rats). Equivalent
values for VTA-projecting neurons were 43-60% in the mPFC and 45-71 % in the
ventral OFC. Thus, 5-HT,a receptor activation/blockade in mPFC may have
downstream effects on dopaminergic and serotonergic systems via direct descending
pathways. This suggests that atypical antipsychotics may distally modulate

monoaminergic activity through PFC 5-HT,a receptor blockade.

Key words: antipsychotics; dopamine; pyramidal neurons; schizophrenia; serotonin

receptors
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The PFC is critically involved in many higher brain functions, including cognitive
functions and behavioral control, which are altered in schizophrenic patients (Lewis
and Lieberman, 2000; Weinberger et al., 2001; Elvevag and Goldberg, 2000).
Autopsy and neuroimaging studies have revealed the existence of a reduced PFC
volume, reduced layer thickness, tight packing of pyramidal neurons and reduced
neuropil in the brains of schizophrenic patients (Harrison, 1999; Selemon and
Goldman-Rakic, 1999; Lewis and Lieberman, 2000). Alterations in key
neurotransmitters such as glutamate, GABA and dopamine have also been reported
in PFC (Lewis and Lieberman, 2000; Benes and Berretta, 2001; Lewis et al., 2005).
Moreover, untreated schizophrenic patients show a reduced energy metabolism in
the PFC which has been related with negative symptoms (Andreasen et al., 1997;
Potkin et al., 2002) yet psychotic symptoms appear associated with hyperactivity of
various cortical areas, including the PFC (Catafau et al., 1994; Dierks et al., 1999;
Shergill et al., 2000).

Classical antipsychotic drugs are thought to alleviate schizophrenia symptoms by
dampening the overactivity of dopamine (DA) at D2 receptor in ventral striatum. In
contrast, second generation (atypical) antipsychotics preferentially target serotonin
(5-HT) receptors such as 5-HTza, 5-HT,c and 5-HTqa receptors (Bymaster et al.,
1996; Arnt and Skarsfeldt, 1998; Chou et al., 2003). These receptors are densely
expressed in various subfields of the rat PFC, particularly in its medial aspect
(Pompeiano et al., 1992; Pompeiano et al., 1994). Recent studies have established
their presence in a large proportion of PFC pyramidal and GABAergic neurons. In
particular, 50-60% of the pyramidal neurons in layers ll/lll and V of the medial PFC
(mPFC) express 5-HT,a and/or 5-HTa receptors (Amargés-Bosch et al.,, 2004;
Santana et al., 2004).

Anatomical and electrophysiological studies have established the presence of
direct afferents from cingulate, prelimbic and infralimbic areas of the PFC to the
brainstem monoaminergic nuclei, including the dorsal raphe nucleus (DR)
(Aghajanian and Wang, 1977;Sesack et al., 1989; Hajos et al., 1998; Peyron et al.,
1998; Celada et al., 2001) and the ventral tegmental area (VTA) (Thierry et al., 1979;
Thierry et al., 1983; Tong et al.,, 1996; Tong et al., 1998; Carr and Sesack, 2000).
These nuclei give rise to the ascending serotonergic and dopaminergic innervation of

most cortical and limbic brain regions, involved in numerous physiological functions and
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in severe psychiatric conditions such as major depression and schizophrenia (Carlsson,
1988; Jacobs and Azmitia, 1992; Weinberger et al., 1994; Williams and Goldman-
Rakic, 1995; Laruelle et al., 1996; Robbins, 2000; Tzschentke and Schmidt, 2000;
Schultz, 2004).

Previous studies have reported that the systemic administration of 5-HT,a receptor
ligands such as DOI (5-HT2ac receptor agonist) or M100907 (selective 5-HTa receptor
antagonist) modulates the DA system (Gobert and Millan, 1999; Ichikawa et al., 2001;
Minabe et al., 2001; Pehek et al., 2001; Porras et al., 2002), yet the location of the
receptors responsible for these effects was unknown. More recently, it was reported
that the local application of DOI in mPFC increased burst firing of DA cells in the VTA
and the DA output in the mesocortical DA pathway (Bortolozzi et al., 2005). Similarly,
local DOI application in the mPFC enhanced the firing rate of DR 5-HT neurons and
5-HT output in rat mPFC (Martin-Ruiz et al., 2001; Amargds-Bosch et al., 2004).
These observations suggested that the activity of the ascending cortical DA and 5-HT
systems can be modulated by 5-HT,a receptor activation in pyramidal neurons
projecting to midbrain.

In the present study, we provide histological support to this hypothesis by
using a combination of tract-tracing techniques and subsequent in situ hybridization
of 5-HT,a receptor mRNA in PFC sections containing retrogradely-labeled neurons

projecting to DR or VTA.

Experimental Procedures

Animals

Male albino Wistar rats (Iffa Credo, Lyon, France) weighing 250-300 g were used in
this study. Animals were kept in a controlled environment (12 h light/dark cycle and
22 + 2°C room temperature) with food and water provided ad libitum. All experimental
procedures used in this study were in strict compliance with the Spanish legislation
and the European Communities Council Directive on ‘Protection of Animals Used in
Experimental and Other Scientific Purposes’ of 24 November 1986 (86/609/EEC).
Animal work was carried out in the animal facilities of the School of Medicine of the

University of Barcelona and all protocols used were approved by its Ethical
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Committee for Animal Research and by the “Departament de Medi Ambient i
Habitatge” from the Catalan Government (Generalitat de Catalunya).

Animals were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg i.p.),
and placed in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments). Glass capillary tubes
were heated and pulled with a Narishige PE-2 pipette puller (Narishige Sci. Inst.,
Tokyo, Japan), Tips were broken to 30 ym diameter under microscopic control. The
micropipettes were then filled with a solution of cholera toxin B subunit (CTB, 2% in
distilled water, List Biological Laboratories, Campbell, CA, USA). CTB was
iontophoretically injected into the DR (AP -7.6 to -7.8; L -3.1 with a vertical 30° angle;
DV -6.2 to —6.8; n = 3) or the VTA (AP -5.6 to -6.0; L -0.5; DV -8.2; n = 3).
Stereotaxic coordinates were taken from the atlas of Paxinos and Watson (1986).
The iontophoretic injections were performed using a 5 pA positive-pulsed direct
current for a total of 5 min (7 s on/off for 10 min). After surgery, rats were housed
individually. Ten days after surgery, the animals were anesthetized with an i.p.
overdose of sodium pentobarbital and perfused transcardially with 50 mL of calcium-
free Tyrode’s solution (6.8 g/L NaCl; 0.4 g/L KCI; 0.32 g/L MgCl,-6H,0; 0.10 g/L
MgSO4-7H20; 0.17 g/L NaH2PO4-H20; 2.2 g/L NaHCO3; 1.1 g/L glucose) containing
0.1% heparin at 37°C, followed by 50 mL of warm (37°C) and 300 ml of cold (4°C)
fixative (4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 6.9). After perfusion,
the skull was opened and the brain carefully removed and stored for 2 days in a
cryoprotective solution (10% sucrose in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4). The brains
were then frozen by slow immersion into dry-ice chilled isopentane. Tissue sections,
14 um thick, were cut on a microtome-cryostat (Microm HM500 OM, Walldorf,
Germany), and thaw-mounted onto glass slides pretreated with Histogrip (Zymed

Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA).

Localization of Injection Sites

Tissue sections taken at the level of the injection sites (VTA or DR) were incubated
during 3-4 days in a humid chamber at 4°C with a rabbit antiserum anti-CTB (1:1000;
Sigma, St. Louis, MI, USA) alone or in combination with sheep anti-tryptophan
hydroxylase (TPH) antiserum (1:100; Chemicon Intl.) or an anti-tyrosine hydroxylase
(TH) monoclonal antibody (1:1000; Diasorin, Stillwater, MN, USA). Then the sections

were rinsed in 0.1M phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 30 min at
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37°C with appropriate combinations of the following antisera (1:500, Molecular
Probes, Leiden, NL): Alexa Fluor 546-conjugated goat anti-rabbit (for CTB) and Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-mouse (for TH) or Alexa Fluor 488-conjugated
donkey anti-rabbit (for CTB) and AlexaFluor 546-conjugated donkey anti-goat (for
TPH). Finally, the sections were washed in PBS and coverslipped using Mowiol
(Merck, Darmstadt, Germany). The sections were observed and photographed in an

epifluorescence microscope (Nikon Eclipse E1000, Nikon, Tokyo, Japan).

In Situ Hybridization Histochemistry Procedure

Sections through the PFC from rats injected with CTB were hybridized with probes
against the 5-HT,a receptor mRNA. We used simultaneously three oligonucleotide
probes complementary to bases 128-170, 1380-1427 and 939-987 (GenBank
accession no. NM_017254) (Pritchett et al., 1988). These probes were synthesized
on a 380 Applied Biosystem DNA synthesizer (Foster City Biosystem, Foster City,
CA) and purified on a 20% polyacrylamide/8 M urea preparative sequencing gel. The
oligonucleotides (2 pmol each) were labeled at their 3-end with [**P]a-dATP (>2500
Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) using terminal
deoxynucleotidyltransferase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), and
then purified by centrifugation using QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany).

The protocols for in situ hybridization were based on previously described
procedures (Tomiyama et al., 1997). Briefly, frozen tissue sections were first brought
to room temperature, fixed for 20 min at 4°C in 4% paraformaldehyde in Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (1x dPBS: 8 mM Na;HPO,4, 1.4 mM KH;PO4, 136 mM
NaCl, 2.6 mM KCI), washed for 5 min in 3x PBS at room temperature, twice for 5 min
each in 1x dPBS and incubated for 2 min at 21°C in a solution of predigested pronase
(Calbiochem, San Diego, CA) at a final concentration of 24 U/ml in 50 mM Tris—HCI
pH 7.5, 5 mM EDTA. The enzymatic activity was stopped by immersion for 30 s in 2
mg/ml glycine in 1x dPBS. Tissues were finally rinsed in 1x dPBS and dehydrated
through a graded series of ethanol. For hybridization, the labeled probes were diluted
in a solution containing 50% formamide, 4x SSC (1x SSC: 150 mM NaCl, 15 mM
sodium citrate), 1x Denhardt’s solution (0.02% Ficoll, 0.02% polyvinylpyrrolidone,

0.02% bovine serum albumin), 10% dextran sulfate, 1% sarkosyl, 20 mM phosphate
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buffer pH 7.0, 250 pg/ml yeast tRNA and 500 pg/ml salmon sperm DNA. Tissue
sections were covered with hybridization solution containing the labeled probe,
overlaid with Nescofilm coverslips (Bando Chemical Ind., Kobe, Japan) and
incubated overnight at 42°C in humid boxes. Sections were then washed four times
(45 min each) in washing buffer (0.6 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5) at 60°C and
once in the same buffer at room temperature for 30 min.

The specificity of the hybridization signal obtained with the probes used has
been previously established (Pompeiano et al., 1994). These controls included the
following procedures: (i) the thermal stability of the hybrids obtained was checked for
every probe, (ii) for a given oligonucleotide probe, the hybridization signal was
completely blocked by competition of the labeled probe in the presence of 50-fold
excess of the same unlabeled oligonucleotide, and (iii) the distribution of the
hybridization signal at the regional and cellular levels obtained with the three probes

used independently was identical.

CTB Immunohistochemistry on Hybridized Sections

After the in situ hybridization protocol, tissue sections were kept for 15 minutes in
Tris-HCI buffer (0.10 M pH 7.5) containing 1 M NaCl, 2 mM MgCI2:6H20 and 2%
BSA. This buffer was also used in subsequent incubations and washes unless
specified. The sections were first incubated for 4 hr at 37°C with rabbit anti-CTB
antiserum (1:1000; Sigma, St. Louis, MIl, USA). Subsequently the sections were
washed 3 times (5 min each) and then incubated 30 minutes with biotinylated goat
anti-rabbit immunoglobulins (1:100, Vector Laboratories). After three 5-min washes,
the sections were incubated for one hour in Vectastain Elite ABC solution (Vector
Laboratories) in a low salt buffer (0.6 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5). Sections were
then washed 3 times and immersed in a solution of 0.5 mg/mL 3,3’-diaminobenzidine
(DAB, Sigma-Aldrich) in Tris-HCI 0.05 M pH 7.5 containing 1 pl/mL HO» until color
development (in all cases less than 10 minutes). The reaction was stopped by two
rinses in buffer. CTB staining appeared as brown/orange precipitate in the soma and
proximal dendrites of retrogradely-labeled neurons. The sections were then briefly
dipped in 70 and 100% ethanol, air-dried and dipped into liford K5 nuclear emulsion
(IIford, Mobberly, Cheshire, UK) diluted 1:1 with distilled water. They were exposed in
the dark at 4°C for 6 weeks and were finally developed in Kodak D19 (Kodak,
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Rochester, NY) for 5 min, fixed in lIford Hypam fixer (lIford), washed and coverslipped
using Mowiol (Merck).

In some rats, double tracing experiments (CTB and Fluorogold) were
performed by applying tracers in the VTA and DR. Visualization of both tracers in
combination with 5-HT,a receptor-immunoreactivity is described in Supplementary

methods.

Analysis of the Results

Tissue sections processed for in situ hybridization followed by immunohistochemical
detection of CTB were examined in a Nikon Eclipse E1000 microscope (Nikon,
Tokyo, Japan). Cell counting was performed manually at the microscope with the
help of “analySIS” software (Soft Imaging System GmbH, Germany) in 1-3 coronal
sections of each rat corresponding to approximately +3.2 mm from Bregma,
according to atlases of the rat brain (Paxinos and Watson, 1986; Swanson, 1999)
DAB-labeled cells were considered positive when a dark precipitate was clearly
distinguished from background. Only CTB-labeled cells showing great abundance of
5-HTa receptor mRNA signal (densities of silver grains >3-fold greater than average
background) were considered positive for both markers. Since the presence of high
densities of autoradiographic silver grains might sometimes mask DAB-labeling, cells
in the preparations were systematically examined at different focal planes to see
CTB-immunoreactivity at lower planes and hybridization signal at upper planes.
Micrography was performed using a digital camera (Color View 12) and the software
“analySIS”. Digital images were treated with Adobe Photoshop (Adobe Software,
Mountain View, CA, USA) to adjust only brightness, contrast and size to make the

final figures.
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Results

The data reported here correspond to 6 rats in which CTB was microiontophoretically
applied into the VTA or the DR (n = 3 for each site). In all cases, the applied CTB
was confined within the respective nucleus, as shown by the co-localization of the
tracer and the markers for dopaminergic neurons of the VTA (TH) and serotonergic
neurons of the DR (TPH). Figure 1 shows representative fluorescence microscope
images illustrating the localization of CTB in the VTA (1A) and the DR (1B) of two of
the rats used in the study. Schematic drawings in Figure 2 illustrate the location of
the different microinjections performed in the VTA and DR.

The application of CTB in the DR or the VTA resulted in the labeling of
pyramidal neurons in layer V and superficial aspect of layer VI in the medial PFC,
including the cingulate (Cg), prelimbic (PL) and infralimbic (IL) subdivisions. CTB-
labeled neurons were also found in the OFC. These cells were located mainly in the
ventral OFC of VTA-injected rats whereas they extended more laterally, reaching the
agranular insular cortex in rats injected with CTB in the DR. Tracer application in the
DR resulted in the labeling of PFC neurons in both hemispheres, whereas the
application in the VTA labeled almost exclusively neurons in the ipsilateral
hemisphere. Figure 3 shows the schematic location of CTB-retrogradely labeled
neurons in the PFC of two rats (V2 and D2 in tables 1 and 2, respectively) injected
with the tracer in the VTA (V2, Fig. 3A) and in the DR (D2, Fig. 3B), respectively.
Each dot corresponds to 3 CTB-labeled pyramidal neurons.

Figure 4 shows 5-HT,a receptor mRNA labeling in VTA-projecting neurons in
the mPFC. The presence of the 5-HT,a receptor mMRNA was established by dense
clusters of silver grains, clearly distinguishable from background. As previously
observed (Amargos-Bosch et al., 2004; Santana et al., 2004), a large proportion of
cells in the cingulate, prelimbic and infralimbic subdivisions of the PFC were found
that contained the 5-HT,a receptor transcript, mainly in layers Il/lll and V. No 5-HT2a
receptor-positive cells were found in layer | and a lower abundance of 5-HTga
receptor-positive cells was observed in layer VI compared to layers IlI-V. In
occasions, the density of silver grains made difficult the detection of CTB-
immunoreactivity. In these cases, and since CTB-immunoreactivity and silver grains

are localized at different depths of the tissue preparation, a careful inspection of
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individual cells was performed by examining different planes of the preparation,
which contain the CTB signal (lower plane) and the emulsion for in situ hybridization
(upper plane). Table 1 shows the number of CTB-positive cells and the percentage of
double-labeled cells in the mPFC and ventral OFC of the three rats injected with CTB
in the VTA. The percentage of CTB-positive cells that expressed 5-HTa receptors in
the mPFC was rather high and homogenous (43-60%; 52 + 5% on average). Two of
the rats also exhibited a moderate-high (45-71%) percentage of CTB-positive
neurons expressing the 5-HT,a receptor in the ventral OFC. No unambiguous CTB-
positive cells could be detected in the third animal. It is likely that these individual
differences depend on the size and precise site of injection of CTB within the VTA.
Representative examples of single-labeled (CTB- or 5-HT,a receptor mRNA- positive)
and double-labeled (CTB- and 5-HT,a receptor mRNA positive) cells are shown at a
high magnification in Fig. 4 C-E.

A large proportion of CTB-positive pyramidal neurons in the mPFC and OFC
of both hemispheres as labeled by tracer application in the DR also contained 5-HT2a
receptor transcripts (Fig. 5, 6 and Table 2). The percentage of CTB-positive cells that
expressed 5-HTza receptors was also high and showed little variability in the three
rats examined. Representative examples of single-labeled (CTB- or 5-HT2a receptor
MRNA- positive) and double-labeled (CTB- and 5-HT,a receptor mRNA-positive) cells
are shown at a high magnification in Fig. 5 (C-E) and Fig. 6 (C-E).

In a recent study (see preliminary report in Vazquez-Borsetti et al., 2006), we
report on the presence of an abundant number of pyramidal neurons in the mPFC
that exhibit simultaneous projections to the DR and the VTA, as assessed by
electrophysiological (antidromic potential and collision tests) and tract-tracing
methods, using CTB and fluorogold (FG). The present results indicate that VTA- and
DR-projecting pyramidal cells in the mPFC express 5-HT,a receptors, raising the
possibility that such receptors are expressed in dual-projecting neurons. We
performed pilot experiments to examine this possibility in rats injected with CTB in
the DR and fluorogold in the VTA. In this case, triple labeling was conducted using 5-
HT2a receptor-like immunoreactivity. Double labeling (5-HT2a receptor-IR and CTB-
or FG-IR) was observed in mPFC neurons and occasional triple labeling was

observed as in the example shown in Supplementary material 1.
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Table 1. 5-HTa receptor expression in PFC neurons projecting to VTA

Rat PFC region CTB+ | CTB +/5HTo+ % double-
labeled cells

V1 mPFC 24 10 43%

OFC (ventral) 21 10 45%
V2 mPFC 17 10 53%

OFC (ventral) 14 9 1%
V3 mPFC 90 54 60%

OFC (ventral) 0 0 --
Values are numbers of CTB-positive neurons in each structure (1-2 sections/rat), as

determined by CTB-immunoreactivity (CTB+). CTB-positive neurons that are also

positive for the 5-HT,a receptor transcript (CTB + / 5HT,a +), were identified by the

presence of the two markers (see Methods). Only neurons with unambiguous

labeling for both markers were considered positive, as in the examples shown in

panel B of figure 3.
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Table 2. 5-HT2a receptor expression in PFC neurons projecting to DR

Rat | PFC region CTB+ CTB +/5HT,a + I;ﬁ’e‘?gﬁ 'g'l'ls
D1 mPFC, ipsilateral* 8+3 5+2 60%
OFC, ipsilateral* 16+ 3 12 +1 75%
mPFC contralateral* 13+6 9+4 67%
OFC contralateral* 18+6 14 +£5 81%
D2 mPFC, ipsilateral 21+ 11 14 +8 67%
OFC, ipsilateral 25+13 20+ 10 79%
mPFC contralateral 168 105 59%
OFC contralateral 241+ 6 17+5 73%
D3 mPFC, ipsilateral 16+3 10 +2 60%
OFC, ipsilateral 40+ 4 25+1 64%
mPFC contralateral 6+3 4+2 71%
OFC contralateral 23+£12 17 £ 15 75%

Values are the numbers of CTB-positive neurons in each structure (mean + SEM, 3
sections/rat), as determined by CTB-immunoreactivity (CTB+). CTB-positive neurons
that are also positive for the 5-HT,a receptor transcript (CTB + / 5HT.a +), were
identified by the presence of the two markers (see Methods). Only neurons with
unambiguous labeling for both markers were considered positive, as in the examples
shown in panel B of figures 4 and 5.

*CTB application was aimed at the midline in the DR. However, the micropipette
entered the brain with an angle of 30° to avoid the sinus. Thus, we use the term
ipsilateral to refer to the brain hemisphere where the micropipette first entered the

midbrain.
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Figure 1. Double immunolabeling showing the localization of CTB injection sites. (A)
TH (red) and CTB (green) in the VTA. (B) TPH (red) and CTB (green) in the DR. The

images were taken at the fluorescence microscope and were merged using the

software “analySIS”. Scale bar: 100um.

RN
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Figure 2. Schematic drawings of

... coronal sections through the VTA (A)

and the DR (B) illustrate the precise

location of CTB injections (shaded

_areas) in the different rats used in this

study, as assessed by CTB
immunolabeling, as in Figure 1.
Drawings were taken from Swanson
(1999).



Figure 3. Schematic drawings of coronal sections through the PFC illustrating the
localization of CTB-retrogradelly labeled cells after tracer injections in the VTA of rat
V2 (A) and the DR of rat D2 (B). Every dot represents 3 labeled cell bodies. (A) CTB
injections in the VTA only labeled cell bodies in the ipsilateral (i) mPFC (including Cg,
PL and IL) and medial (ventral) part of the OFC. (B) CTB injections in the DR labeled
cell in the mPFC and OFC of both ipsilateral and contralateral (c) hemispheres.
Abbreviations used: Cg, cingulate cortex; IL, infralimbic cortex; OFC, orbitofrontal

cortex; PL, prelimbic cortex. Drawings were taken from Paxinos and Watson (1986)

76



R SRS, T

J‘ - o . b iew' ' _Waale - - S DI OO

Figure 4. Colocalization of 5-HT,a receptor mRNA hybridiation signal and CTB-
immunoreactivity in the mPFC after injection of the tracer in the VTA. (A) Clusters of
autoradiographic grains corresponding to 5-HT2a receptor mMRNA-containing cells are
clearly visible in layers 1l-VI at a low magnification; the strongest signal is found in
layer V neurons. The boxed area is shown in pannel B at a higher magnification. (B)
CTB-immunoreactivity (brown precipitate) can be seen in some cells under the
hybridization signal (red-blue double arrowheads), whereas other cells display only 5-
HT,a receptor mRNA signal (blue arrowheads). (C) Detail of a CTB-immunoreactive
neuron which lacks the hybridization signal. (D) Detail of a double-labeled neuron
containing CTB-immunoreactivity and a strong 5-HT,a receptor mRNA hybridization
signal. (E) Detail of a cell profile showing 5-HT,a receptor mRNA signal without CTB-
immunoreactivity. Bars: 200 um (A), 30 um (B), 10 ym (C-E).
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Figure 5. Colocalization of 5-HT,a receptor mRNA hybridiation signal and CTB-
immunoreactivity in the mPFC after injection of the tracer in the DR. (A) Clusters of
autoradiographic grains corresponding to 5-HT2a receptor mRNA-containing cells are
clearly visible in layers 1I-VI at a low magnification. The boxed area is show in panel
B at a higher magnification. (B) CTB-immunoreactivity (brown precipitate) can be
seen in some cells under the hybridization signal (red-blue double arrowheads) and
in cells lacking hybridization signal (red arrowheads), whereas other cells display
only 5-HT,a receptor mRNA signal (blue arrowheads). (C) Detail of a CTB-
immunoreactive neuron which lacks the hybridization signal. (D) Detail of a double-
labeled neuron containing CTB-immunoreactivity and a strong 5-HT,a receptor
MRNA hybridization signal. (E) Detail of a cell profile showing 5-HT2a receptor mRNA
signal without CTB-immunoreactivity. Bars: 200 ym (A), 30 um (B), 10 ym (C-E).
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Figure 6. Colocalization of 5-HT,a receptor mRNA hybridization signal and CTB-
immunoreactivity in the OFC after injection of the tracer in the DR. (A) Clusters of
autoradiographic grains corresponding to 5-HT2a receptor mRNA-containing cells are
clearly visible at a low magnification. The boxed area is show in pannel B at a higher
magnification. (B) CTB-immunoreactivity (brown precipitate) can be seen in some
cells under the hybridization signal (red-blue double arrowheads) and in cells lacking
hybridization signal (red arrowheads), whereas other cells display only 5-HTza
receptor mRNA signal (blue arrowheads). (C) Detail of a CTB-immunoreactive
neuron which lacks of hybridization signal. (D) Detail of a double-labeled neuron
containing CTB-immunoreactivity and 5-HT,a receptor mRNA hybridization signal. (E)
Detail of a cell profile showing 5-HT,an receptor mRNA signal without CTB-
immunoreactivity. Bars: 200 um (A), 30 um (B), 10 ym (C-E).
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Discussion

The present results indicate that a substantial proportion (>50% on average) of
pyramidal neurons in the PFC projecting to the midbrain monoaminergic nuclei (DR
and/or VTA) contain the 5-HT2a receptor transcript. These results provide anatomical
evidence for the existence of a PFC-based, 5-HT,a receptor-mediated distal control
of the activity of the ascending dopaminergic and serotonergic systems. From a
psychopharmacological perspective, the present data suggest that atypical
antipsychotics may modulate the activity of the ascending dopaminergic and
serotonergic systems by interacting with PFC 5-HT,a receptors, thus altering the

excitatory PFC input onto selected neuronal populations within the DR and the VTA.

Methodological Considerations

5-HT,a receptors are expressed in high densities in PFC (Pazos et al., 1985;
Pompeiano et al., 1994). More recent data using double in situ hybridization indicate
that ~50-60% pyramidal neurons and ~20-30% GABAergic neurons in layers II-V of
the mPFC contain the 5-HT,a receptor mRNA (Santana et al., 2004). Our results are
consistent with these previous observations and show the presence of a high number
of 5-HT,a receptor mRNA-expressing cells in the cingulate, prelimbic and infralimbic
subdivisions of the PFC, mainly in layers II-V and a lower abundance in layer VI, as
observed previously (Pompeiano et al., 1994; Amargds-Bosch et al., 2004; Santana
et al., 2004). This demonstrates that the in situ hybridization procedure reliably
labeled 5-HT2a receptor-expressing cells in the present experimental conditions, i.e.,
when the hybridization procedure was followed by immunostaining of CTB in the
same tissue sections. The present methodology has also been used to determine the
presence of 5-HT,4 receptors in PFC neurons projecting to VTA (Pefas et al.,,
manuscript in preparation). Recent reports have used riboprobes in combination with
tract tracers (Hur and Zaborszky, 2005; Perez-Manso et al., 2006; Yokota et al.,
2007; Barroso-Chinea et al., 2008). The present study indicates that, similarly to
riboprobes, oligonucleotides can be reliably combined with tracer
immunohistochemistry to identify proteins expressed in relatively low levels, such as

monoamine receptors, in projection neurons.
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CTB-immunoreactive cells were clearly detected in tissue sections previously
treated for in situ hybridization. In the PFC, these cells were exclusively located in the
medial and orbital divisions. This distribution agrees well with that reported previously
using electrophysiological and tract-tracing methods for DR- and VTA-projecting
neurons (Aghajanian and Wang, 1977; Thierry et al., 1979; Thierry et al., 1983;
Sesack et al., 1989; Peyron et al., 1998; Jankowski and Sesack, 2004; Gabbott et al.,
2005; Geisler and Zahm, 2005). One possible limitation of the use of CTB is the
uptake by damaged fibers of passage close to the application site. This might be a
potential confounding factor, particularly for the identification of VTA-projecting
neurons, given the proximity of the VTA to the medial forebrain bundle. CTB has
been reported to be taken up by fibers of passage (Chen and Aston-Jones, 1995).
However, this potential limitation can be minimized by the microiontophoretic
application of the tracer, as used herein. This procedure resulted in a tracer
distribution within the boundaries of the DR and VTA as observed by the coincidence
of the tracer with the TPH and TH immunoreactivity used to label 5-HT and DA
neurons, respectively. Non-specific uptake by damaged fibers of the medial forebrain
bundle during CTB application in the VTA would have resulted in labeling of
pyramidal neurons in other PFC areas, particularly in the primary and secondary
motor areas, that contain the largest proportion of corticospinal fibers of all PFC
subdivisions (Gabbott et al., 2005). Such labeling was not observed in any of the
rats, which further supports the specificity of the labeling procedure. Only in one rat
(D1), CTB labeled a neighboring area in addition to the DR itself, yet the percentage
of double labeled cells in the PFC was similar to the rest.

The number of CTB-immunoreactive neurons in the mPFC was lower when
the CTB immunohistochemistry was conducted in sections previously subjected to in
situ hybridization (data not shown). This difference may be attributed to the previous
tissue exposure to the hybridizing conditions and/or the high salt concentration used
in the immunohistochemical procedure. However, this limitation is unlikely to affect
the conclusions of the present study, since we calculated the proportion of 5-HT2a
receptor mRNA-positive neurons by reference to the total number of CTB-positive

neurons visualized and not viceversa.
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Functional Implications

A large body of data in the literature indicates that the activation of 5-HT,a receptors
by 5-HT results in neuronal depolarization, reduction of the afterhyperpolarization
and increase of excitatory postsynaptic currents and of the discharge rate in
pyramidal neurons of the PFC (Araneda and Andrade, 1991; Tanaka and North,
1993; Aghajanian and Marek, 1997; Aghajanian and Marek, 1999; Amargds-Bosch et
al., 2004; Puig et al., 2005; Villalobos et al., 2005). 5-HT can also activate 5-HTa
receptors in GABA interneurons to increase a synaptic GABA input onto pyramidal
neurons (Tanaka and North, 1993; Zhou and Hablitz, 1999). Hallucinogens such as
DOI DOB or LSD also modify membrane properties of pyramidal neurons and evoke
marked cellular and network changes in PFC in vivo and in vitro through the
activation of 5-HTza receptors (Aghajanian and Marek, 1997; Aghajanian and Marek,
1999; Puig et al., 2003; Villalobos et al., 2005; Gonzalez-Maeso et al., 2007; Lambe
and Aghajanian, 2007; Celada et al., 2008).

The present histological data, together with these functional observations suggest
that activation of 5-HT,an receptors in mPFC pyramidal neurons may increase
excitatory inputs onto DA and 5-HT neurons in the VTA and DR, respectively, as well
as on GABAergic neurons in both nuclei. This is consistent with the existence of
monosynaptic pathways from the PFC to monoaminergic and GABAergic neurons of
the VTA and the DR (Aghajanian and Wang, 1977; Thierry et al., 1979; Thierry et al.,
1983; Sesack et al., 1989; Tong et al., 1996; Tong et al., 1998; Hajés et al., 1998;
Peyron et al., 1998; Celada et al., 2001; Jankowski and Sesack, 2004; Gabbott et al.,
2005; Geisler and Zahm, 2005). It is also consistent with the presence of a high
density of layer V pyramidal neurons expressing 5-HT,a receptors (Santana et al.,
2004) some of which project to DR and/or VTA, as shown herein. Hence, the
systemic administration of 5-HT,a receptor agonists/antagonists can distally modulate
the activity of the ascending serotonergic and dopaminergic pathways originated in
the DR and VTA, respectively, via PFC 5-HT,a receptors. In support of this view is
also the fact that local application of the preferential 5-HT,a receptor agonist DOI in
rat mPFC increased the firing rate of a subpopulation of DR 5-HT neurons, increased
burst firing of DA neurons in the VTA and elevated the release of both monoamines
in PFC (Martin-Ruiz et al., 2001; Bortolozzi et al., 2005). Notwithstanding the
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existence of this direct pathway between the PFC and the VTA involving 5-HT2a
receptors, indirect pathways controlling the activity of VTA neurons cannot be
excluded. Thus, the electrical stimulation of the mPFC evokes monosynaptic
excitatory responses as well as GABAa- and 5-HTa receptor-mediated inhibitory
responses in DR 5-HT neurons, indicating that most PFC-driven control of 5-HT
neurons occurs via mono- and bisynaptic inputs (Hajos et al., 1998; Celada et al.,
2001; Jankowski and Sesack, 2004)). However, this is not the case for DA neurons in
the VTA, which in addition to short, monosynaptic excitations consistent with direct
inputs from mPFC (Thierry et al., 1979) show complex biphasic responses to mPFC
stimulation (Tong et al., 1996). Among these various inputs, a) the PFC -
laterodorsal/pedunculopontine tegmental nuclei - VTA, and b) the PFC - nucleus
accumbens > ventral pallidum - VTA pathways, may also be accountable for an
indirect 5-HT,a receptor-mediated control of DA neurons. Both pathways have been
shown to modulate DA neuron activity via phasic and tonic inputs, respectively
(Floresco et al., 2003).

The present results may have functional implications in terms of the interaction
between both neurotransmitter systems (e.g., indirect, PFC-mediated vs. direct DR-
VTA interactions mediated by 5-HT,a receptors in the VTA; Nocjar et al., 2002). They
may also be relevant for the mechanism of action of atypical antipsychotic drugs.
Most agents of this therapeutic group show greater affinity for 5-HT,a receptors than
for dopamine D2 receptors and produce a greater occupancy of cortical 5-HT; than of
subcortical D2 receptors at therapeutic doses (Nyberg et al., 1998; Meltzer, 1999).
Clozapine, the prototypical representative of this group, does not reach —even at very
high doses- the 70% of D2 receptor occupancy considered for classical
antipsychotics to be the threshold for therapeutic efficacy (Nordstrom et al., 1998;
Nyberg et al., 1999; Kapur et al., 1999). It is thus unclear how 5-HT,a receptor
blockade may contribute to the therapeutic action of atypical antipsychotics. Taken
together, the present and previous data suggest that the blockade of 5-HTa
receptors in PFC may attenuate excitatory inputs from PFC to selected neuronal
groups in the VTA, thus modulating dopaminergic activity. According to the known
connectivity between mPFC and DA and GABA neurons in the VTA (Carr and
Sesack, 2000), this should primarily affect dopaminergic neurons projecting back to

the mPFC and to limbic areas other than the nucleus accumbens as well as GABA
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neurons projecting to the latter nucleus. However, the fact that the 5-HT,a receptor
agonist DOI potentiates the amphetamine-induced release of DA in the nucleus
accumbens (Kuroki et al., 2003) suggests a more general effect. The recent
demonstration of marked differential functional properties of mesocortical vs.
mesolimbic DA VTA neurons (Lammel et al., 2008) and the fact that VTA GABA
neurons may indirectly affect DA neuronal activity makes difficult to predict the extent
of the 5-HT,a receptor-mediated excitatory inputs on mesolimbic DA neurons in the
VTA. Indeed, previous evidence from this laboratory indicated a widespread effect of
the local (in mPFC) and systemic application of DOI in a proportion of VTA DA
neurons that exceeded by and large the low abundance of mesocortical neurons
(Bortolozzi et al., 2005).

In summary, the combined application of in situ hybridization and retrograde
tract tracing enabled to show de presence of 5-HT,a receptor mRNA in pyramidal
neurons of the medial and orbital divisions of the rat PFC that project to
monoaminergic cell groups of the midbrain. This provides anatomical support for
previous observations indicating a 5-HT,a receptor-mediated control of DA and 5-HT
neurons and raises the possibility that atypical antipsychotic drugs may partly act by
reducing excitatory PFC inputs onto subcortical structures, including the midbrain

monoaminergic nuclei.
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Supplementary results

As a pilot study, we investigated the presence of 5-HTa receptor-immunoreactivity in
neurons of the PFC of a rat that received FG in the VTA and CTB in the DR. Sections
were processed for immunohistochemistry to label CTB and the 5-HT,a receptor
protein using secondary fluorescent antibodies. Examination at the confocal
microscope revealed the presence 5-HT;a receptor-immunoreactivity in cell bodies
displaying also CTB-immunoreactivity and FG fluorescence, as illustrated in the
Supplementary figure, which shows high magnification confocal images showing a
PFC neuron from a rat that received CTB in the DR and FG in the VTA, after
incubation with anti-5HT,s receptor and anti-CTB-antibodies. The images are
montages of 10 consecutive optical sections colorized and merged with the confocal
software from a single neuronal cell body containing FG-fluorescence (A), CTB-
immunoreactivity (B), and 5HT,a receptor immunoreactivity (C). Pannel (D) illustrates

the overlay of the three images revealing the presence of FG (blue), CTB (red) and

5-HT,a receptor (green) signal. Bar=5 ym.
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Supplementary methods

Some of the rats injected with CTB in the DR received in the same surgical session a
subsequent iontophoretic injection of fluorogold (FG, Fluorochrome LLC, Englewood,
CO, USA; 2% in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.3) into the VTA. The correct
placement of FG injections was confirmed in sections stained with anti-TH antibodies
as described above. For the visualization of FG no further treatments were necessary

and it was directly visualized by its own fluorescence at the fluorescence microscope.

Triple detection of 5-HT,a receptor- and CTB-immunostaining and FG labeling

Prefrontal cortex sections from rats injected with CTB in the DR and FG in the VTA
were incubated during 3-4 days in a humid chamber at 4°C with a 5-HT,x monoclonal
antibody (1:100; Pharmingen™) alone or in combination with rabbit anti-CTB (1:1000;
Sigma, St. Louis, MI, USA) in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) contaning 2%
albumin and 0.3% Triton X-100. Then the sections were rinsed in PBS and incubated
for 30 min at 37°C with Alexa Fluor 546-conjugated goat anti-rabbit (for CTB) and
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse (for 5-HT2a) antisera (1:500, Molecular
Probes, Leiden, NL) in PBS. Finally, the sections were washed (3 times 5 min) in
PBS and coverslipped using Mowiol (Merck, Darmstadt, Germany). The sections
were observed in a spectral confocal microscope (Leica SP2; Leica, Wezlar,
Germany) with the 100x objective and with 2x software increase. FG was directly
visualized by its own fluorescence. For each marker, digital photographs were
obtained from the superposition of 10 focal planes using the protocol “maximize
intensity”. Neuronal labeling was considered positive only when the signal was

present in the majority of planes.
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Differential expression of AMPA receptor subunits in serotonergic
and dopaminergic neurons of the dorsal raphe and ventral

tegmental area of the rat.
Pablo VVazquez-Borsetti', Roser Cortés', Francesc Artigas'*

No se observd una distribucion homogénea del receptor GIuR1 en los nucleos aminergicos.
En el RD este receptor fue hallado en células GABAérgicas pero no células serotoninérgicas.
Se evalud también su posible presencia en células dopaminérgicas encontrandose un nivel de
marcaje muy tenue muy inferior al observado para el mismo tipo celular en el ATV a pesar de
haberse realizado los experimentos en simultaneo. Un punto importante a aclarar es que se
encontraron células GIuR1 positivas en el RD que no eran GABAérgicas. Al realizarse la
inmunohistoquimica del receptor GIuR2 se observo que este si estaba presente en neuronas
serotoninérgicas. También se evalud la presencia presinaptica de ambos recetores en fibras
serotoninérgicas y del GIuR1 en fibras dopaminérgicas. En la CPFm no se encontré la
presencia de ninguna de estas subunidades a nivel presinaptico en los axones estudiados.

En proceso de envio a la revista European Neuropsychopharmacology
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Abstract

Midbrain monoaminergic systems are important in the pathophysiology and treatment
of major depression and schizophrenia. The activity of dopaminergic neurons in the
ventral tegmental area (VTA) and of raphe serotonergic neurons is controlled by
excitatory afferents from the prefrontal cortex, which evoke AMPA- and NMDA-
mediated excitations of monoaminergic neurons. Using immunohistochemistry, we
examined the presence of AMPA-selective GIuR1 and GIluR2/3 glutamate receptor
subunits in monoaminergic and GABAergic neurons in these midbrain nuclei.
Serotonergic and dopaminergic neurons were identified with tryptophan hydroxylase
and tyrosine hydroxylase immunolabeling, respectively. GABAergic neurons were
identified by glutamate acid decarboxylase (GAD67) immunolabeling. The results
indicate that serotonergic neurons express GIuR2/3 (but not GIluR1) subunits
whereas GABAergic and dopaminergic neurons express GluR1 subunits. Given the
differential cationic gating of AMPA receptors containing GIuR1 and GIuR2/3
serotonergic and dopaminergic activity may be differentially regulated by descending
excitatory inputs and by exogenous agents with potential therapeutic activity (e.qg.,
AMPAKines).

Key words: AMPA receptors, dopamine; dorsal raphe, serotonin, ventral tegmental

area, prefrontal cortex, glutamate, .



1. Introduction

Serotonergic (5-HT) neurons of the dorsal and median raphe nuclei (DR and MnR)
and dopaminergic (DA) neurons of the ventral tegmental area (VTA) play a
fundamental role in many physiological functions by modulating the activity of a large
number of cortical and subcortical structures to which these systems project to.
Hence, the mesocortical and mesolimbic dopaminergic pathways are involved in
motivation, attention, reward and cognition (Graybiel et al., 1994; Wiliams and
Goldman-Rakic, 1995; Schultz, 1998; Koob and Le Moal, 2001a; Dalley et al., 2004;
Grace et al., 2007c; Iversen and lversen, 2007). Derangements of these DA pathways
are suspected in severe psychiatric conditions such as schizophrenia, depression,
attention deficit-hyperactivity disorder and in drug addiction (Grace, 1991; Willner et al.,
1992; Everitt and Robbins, 2000; Koob and Le Moal, 2001b; Castellanos and Tannock,
2002). On the other hand, the ascending serotonergic pathways have been related to
mood and impulsivity control, reward, learning and memory, as well as with sexual
drive, temperature, sleep-wake cycle and food intake (Barnes and Sharp, 1999; Jacobs
and Azmitia, 1992; Portas et al., 2000; Hull et al., 2004; Cools et al., 2008). Of particular
interest is the presumed involvement of 5-HT in psychiatric conditions such as
depression, anxiety or suicidal behaviour (Graeff et al., 1996; Blier and de Montigny,
1994; Mann, 2003). Indeed, drugs targeting one or other systems (or both) are the
treatment of choice for severe psychiatric illnesses such as depression and
schizophrenia (Hyttel, 1994; Bymaster et al., 1996; Artigas et al., 1996; Arnt and
Skarsfeldt, 1998).

The activity of ascending 5-HT and DA neurons is controlled by afferents to the
DR/MnR and the VTA, respectively (Jacobs and Azmitia, 1992; Meltzer et al., 1997;
Tzschentke and Schmidt, 2000; Adell et al., 2002; Floresco et al., 2003; Adell and
Artigas, 2004). Among the various afferent areas employing glutamate as a
neurotransmitter, the medial prefrontal cortex (mPFC) plays a major role in the control
of the activity of these neuronal groups (Aghajanian and Wang, 1977; Thierry et al.,
1979; Tong et al., 1996b; Hajos and Sharp, 1998; Peyron et al., 1998; Carr and Sesack,
2000; Celada et al., 2001). Likewise, the lateral habenula projects to and controls the
activity of DR and VTA neurons (Bunney and Aghajanian, 1976; Aghajanian and Wang,
1977; Peyron et al., 1998; Ji and Shepard, 2007). Moreover, glutamatergic excitatory

afferents to the VTA also originate in the laterodorsal/pedunculopontine tegmentum
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(LDT/PPTg) (Tzschentke and Schmidt, 2000; Omelchenko and Sesack, 2005) and the
bed nucleus of stria terminalis (Georges and Aston-Jones, 2002).

Immunohistochemical and in situ hybridization studies have revealed the presence
of AMPA/kainate receptors in DA and 5-HT neurons (Martin et al., 1993b; Sato et al.,
1993; Wisden and Seeburg, 1993; Hall and Bahr, 1994; Sato et al., 1995; Paquet et
al., 1997). These observations are consistent with the occurrence of excitatory
responses in DA and 5-HT neurons evoked in vitro or in vivo through the activation of
AMPA/kainate receptors (Suaud-Chagny et al., 1992; Pan and Williams, 1989; Wang
and French, 1993; Meltzer et al., 1997;Celada et al., 2001; Gartside et al., 2007).
However, the expression of the various glutamate receptor (GIuR) subunits in
monoaminergic and GABAergic cells of these nuceli is not precisely known. Using
immunohistochemical procedures, here we report on a differential expression of
GIluR1 and GIluR2/3 subunits in DA and 5-HT neurons in rat brain.

2. Experimental procedures

Animals
Male albino Wistar rats (Iffa Credo, Lyon, France) weighing 250-300 g were used in
this study. Animals were kept in a controlled environment (12 h light/dark cycle and
22 £+ 2°C room temperature) with food and water provided ad libitum. All experimental
procedures used in this study were in strict compliance with the Spanish legislation
and the European Communities Council directive 86/609/EEC on ‘Protection of
Animals Used in Experimental and Other Scientific Purposes’ of 24 November 1986
(O.J. of E.C. L358, 18/12/1986). Animal work was carried out in the animal facilities
of the School of Medicine of the University of Barcelona and all protocols used were
approved by its Ethical Committee for Animal Research and by the “Departament de
Medi Ambient i Habitatge” from the Catalan Government (Generalitat de Catalunya).
The animals were anesthetized with an i.p. overdose of sodium pentobarbital
and perfused transcardially with 50 mL of calcium-free Tyrode’s solution (6.8 g/L
NaCl; 0.4 g/L KCI; 0.32 g/L MgCI2:6H20; 0.10 g/L MgS04-7H20; 0.17 g/L
NaH2P0O4-H20; 2.2 g/L NaHCO3; 1.1 g/L glucose) containing 0.1% heparin at 37°C,
followed by 50 mL of warm (37°C) and 300 ml of cold (4°C) fixative (4%



paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 6.9). After perfusion, the skull was
opened and the brain carefully removed and stored for 3 days in a cryoprotective
solution (30% sucrose in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4). The brains were then
frozen by slow immersion into dry-ice chilled isopentane and were stored at -20°C
until use.

Coronal sections 30-um-thick were obtained with a microtome-cryostat
(Microm HM500 OM, Walldorf, Germany), and stored in 0.1M phosphate-buffered
saline (PBS) containing 0.1% sodium azide. Double immunostaining experiments
were performed following protocols based on (Rabbath et al., 2002;Luppi et al.,
1995) with some modifications. Briefly, free-floating sections were pre-incubated in
1% normal swine serum in 0.01 M PBS for 1 h at room temperature. Then the
sections were incubated with primary antibodies (see detailed information in table 1)
for 3 to 4 days at 4°C in PBS containing 1% normal swine serum, 0.3% Triton X-100
and 0.1% sodium azide. The primary antibodies were used either alone or in the
following combinations: anti-GluR1 with anti-TH, anti-TPH, anti-GAD67, and anti-
SERT, and anti-GluR2/3 with anti-TPH and anti-SERT. Then the sections were
rinsed in 0.1M PBS and incubated for 30 min at 37°C with appropriate combinations
of the Alexa fluor-conjugated fluorescent antisera listed in Table 2 (1:500, Molecular
Probes, Leiden, NL). Controls in the absence of primary antibodies were routinely run
to ensure the absence of nonspecific single or dual immunostaining in the tissue
sections.

Finally, the sections were washed in PBS, mounted, and coverslipped using
Mowiol (Merck, Darmstadt, Germany). The sections were observed and digitalized in
a confocal spectral microscope (Leica SP2; Leica, Wezlar, Germany). The images
captured were the result of the average intensity superposition of 10 focal planes.
Neuronal labeling was considered positive only when immunoreactivity was present
in the majority of the planes. Resolution, brightness and contrast of the images were
optimized using the Adobe Photoshop CS2 software (Adobe Systems Inc., San Jose,
CA, USA).
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Table 1. Primary antibodies.

Antigen Host Origin \é\{lcsjrtli((i)r;]g References

[t O | | Seraiesricsonoa
TPH Sheep ?e?_e';“éﬁ%m“t" 1:300 | (Benarroch et al., 2002)
GAD67 '(V'N‘I’;‘rffclonal) ?e:!e,[;l‘fgg 4'82' 1:250 | (Fong et al., 2005)
GIUR1 Rabbit ?e?_egnéﬁ%%ll”t" 1:200 | (Kim et al., 2005)

GIUR 2/3 | Rabbit oo A | 1:200 | (Rabbath et al., 2002)

Table 2. Secondary antibodies.

Antigen Host Origin fluorophore

Rabbit IgG | Goat Molecular Probes, | Alexa Fluor 546 (red)
Rabbit IgG | Donkey | Molecular Probes | Alexa Fluor 488 (green)
Mouse IgG | Goat Molecular Probes | Alexa Fluor 488 (green)
Mouse IgG | Donkey | Molecular Probes | Alexa Fluor 488 (green)
Sheep IgG | Donkey | Molecular Probes | Alexa Fluor 546 (red)
Sheep IgG | Donkey | Molecular Probes | Alexa Fluor 488 (green)




3. Results

GluR1-like immunoreactivity (LI) was found in cell bodies within the DR and
surrounding structures, including the trochlear nucleus (Fig. 1A). In double-staining
experiments we did not observe GIuR1-LI in serotonergic cell bodies as stained for
TPH (Fig. 1). In contrast, most —but not all- GluR1-immunoreactive (IR) neurons in
the DR exhibited GAD67-LI (Fig. 2). All GAD67-positive neurons displayed GluR1-LI.

Anti-TH antibodies were used to stain dopaminergic neurons in the raphe
nuclei and the VTA. Dopaminergic neurons in the DR were aligned in the midline of
the nucleus, extending laterally beneath the aqueduct. Only weak GIuR1-LI was
detected in TH-positive neurons in the DR and median raphe (MR), whereas in
sections incubated in parallel all TH-IR neurons found in the VTA were strongly
immunoreactive for GIuR1 (Fig. 3).

Analysis of AMPA subunits revealed the presence of GluR2/3-LI in all
serotonergic neurons found in the DR, as identified by TPH-immunostaining (Fig. 4).
GluR2/3-LI was also present in many TPH-negative cells, mainly in the MR.

In addition to immunoreactive cell bodies and processes, a punctate staining
was observed with anti-GluR1 and anti-GluR2/3 antisera over the DR, the VTA and
the PFC areas examined. These puncta were usually found in a single focal plane
and occasionally in two planes, but never beyond that (distance between focal
planes: 2 ym), and might correspond in part to specific staining of the corresponding
receptor subunits, since in control sections (where the primary antibody was omitted)
some puncta were also evident but in much lower densities (see Figs. 1-3).

The putative presence of GIuR1- and GIluR2/3-LI in serotonergic and
dopaminergic fibers of the prefrontal cortex was examined using anti-SERT and anti-
TH antibodies, respectively. Both GIuR1- and GIuR2/3-LI could be observed on cell
bodies and dendrites, whereas labeling corresponding to SERT or TH was found in
networks of varicose fibers. In double-stained sections, receptor subunits GlutR1 and
Glut2/3 could not be identified over processes stained for TH or SERT, respectively
(Figures 5 and 6).
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GluR1

Figure 1. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR1(A) and TPH (B) in the DR, the merge(C) show no double labeled neurons.
Bar =100 uym.
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Figure 2. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR1(A) and GAD67 (B) in the DR, the merge panel(C) show some double

labeled neuron and one GIuR1 positive that is not for GAD67, indicated with a withe

arrow. Bar =30 uym.
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Figure 3. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR1(A) and TH (B) in the VTA, the merge panel(C) show some double labeled

neuron and one GIuR1 positive that is not for TH, indicated with a withe arrow.Bar =

50 pym.
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GluR2/3 TPH

Figure 4. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR2/3(A) and TPH (B) in the DR and in the MnR (second row), the merge
panel(C) show a big amount of double labeled neurons and some GIuR2/3 positive

that is not for TPH, indicated with a withe arrow. Bar = 50 um.
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Figure 5. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR2/3(A) and SERT (B) in the mPFC, the merge panel(C) show no double

labeling in serotoninergic fibers. Bar = 50 ym

GluR1 Merge

Figure 6. Confocal microscopy laser scanning showing double immunofluorescence
for GIuR1(A) and TH (B) in the mPFC, the merge panel(C) show no double labeling

in dopaminergic fibers. Bar = 50 ym Bar = 50 ym
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4. Discussion

lonotropic glutamate receptors of the AMPA subtype mediate most excitatory
neurotransmission in the CNS. They are composed of four subunits, GluR1-R4 that
assemble into a tetrameric complex to form a functional ion channel that mainly
permeates monovalent ions (for reviews see (Wisden and Seeburg, 1993; Hollmann
and Heinemann, 1994; Dingledine et al., 1999; Mayer and Armstrong, 2004).
Previous studies have examined the differential distribution of these receptor
subunits in rat brain using immunohistochemistry and in situ hybridization (Rogers et
al., 1991; Petralia and Wenthold, 1992; Sato et al., 1993; Wenthold et al., 1996;
Martin et al., 1993a; Petralia et al., 1997). The functional properties of the receptor,
in terms of their ionic permeability, are determined by the subunit composition.
Hence, the presence of GIuR2 subunits confers a low permeability to Ca* ions by
native receptors and by those expressed in cellular systems (Jonas et al., 1994,
Geiger et al., 1995; Pellegrini-Giampietro et al., 1991; Tanaka et al., 2000).

Here we report that raphe 5-HT neurons express GIuR2/3 (but not GluR1)
AMPA subunits and VTA DA neurons express GIuR1 (but not GlurR2/3) subunits.
Also, consistent with previous observations on cortical GABAergic interneurons
(Jonas et al., 1994); GABAergic neurons in the DR and its vicinity express the Ca**-
permeable GIuR1 subunit. The expression of different AMPA receptor subunits in
serotonergic and dopaminergic neurons may be physiologically relevant in order to
understand the fine regulation of the activity of these neuronal groups by excitatory
inputs. Also, these differences may have therapeutic implications since the
development of agents selective for GIuR1 and GIuR2/3 subunits may help to
differentially enhance or suppress the activity of the ascending DA and 5-HT
systems. In support of this contention, AMPA enhancers such as LY392098 may
mediate antidepressant effects by acting preferentially at GIuR2 subunits (Gates et
al., 2001; Xia and Arai, 2005; Li et al., 2003).

Methodological aspects
Earlier studies have documented the differential expression of GluR1 and GIuR2/3

AMPA receptor subunits in rat brain (Rogers et al., 1991; Petralia et al., 1997; Sato et



al., 1993; Wenthold et al., 1996;Martin et al., 1993a). Likewise, the presence of
GIuR1 subunits in the VTA has been previously documented by in situ hybridization
and immunohistochemistry in rodent and monkey brain (Paquet et al., 1997; Brene et
al., 1998; Chen et al., 2001). Although we did not perform a systematic quantitative
study, the present results basically agree with data reported by Chen et al. (2001).
However, these authors reported that a substantial population of TH-IR neurons in
the substantia nigra pars compacta (area A9) and VTA-raphe linearis (area 10) did
not express GIuR1 subunits, whereas we found that most TH-IR profiles in the VTA
were GluR1-postive. These discrepancies might be attributed to the fact that we
considered separately the VTA and the raphe linearis. In addition, these authors
quantified immunoreactive neurons under epifluorescence, whereas we used a

spectral confocal microscope which provides a greater sensitivity and efficiency.

Functional implications

AMPA-mediated control of serotonergic and dopaminergic neurons

5-HT neuronal activity is modulated by a number of different inputs. These include,
among others, excitatory as-adrenoceptor and glutamate-mediated excitatory inputs
and 5-HT1a receptor-mediated inhibitions (see for review Jacobs and Azmitia, 1992;
Adell et al., 2002). While the as-adrenoceptors are involved in the tonic maintenance
of firing activity, phasic stimuli affect 5-HT neurons by increasing glutamatergic
transmission (VanderMaelen and Aghajanian, 1983; Levine and Jacobs, 1992).
Electrophysiological studies have revealed that 5-HT neurons are excited through
AMPA and NMDA receptors in vitro and in vivo (Pan and Williams, 1989; Johnson,
1994a; Jolas and Aghajanian, 1997b; Celada et al., 2001; Liu et al., 2002; Gartside et
al., 2007). Interestingly, there is a temporal domain for these different inputs. Hence,
AMPA receptor-mediated excitatory currents are faster than NMDA receptor-
mediated currents (Pan and Williams, 1989; Johnson, 1994b) and both occur before
the slow 5-HT4a receptor-mediated hyperpolarization (Johnson, 1994a) which
probably occurs after local 5-HT release in response to glutamate-triggered
excitations. Thus AMPA inputs are of primary importance in 5-HT neurons to evoke a
depolarization that renders them sensitive to further entry of Ca®* ions through NMDA

receptors.
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The medial prefrontal cortex (mPFC) and the lateral habenula are two main
excitatory sources to the raphe nuclei as revealed by track-tracing and
electrophysiologial studies (Aghajanian and Wang, 1977; Hajés and Sharp, 1998;
Peyron et al.,, 1998; Celada et al., 2001; Behzadi et al., 1990). In addition to
exogenous excitatory sources, 5-HT neurons may be also experience self-excitatory
AMPA- and NMDA-mediated currents through autaptic contacts. These have been
reported in cultured 5-HT cells (Johnson, 1994a) yet it is unknown whether they also
occur in vivo, a possibility supported by the presence of the vesicular glutamate
transporter 3 (vGIuT3) in 5-HT neurons and in synaptic contacts in forebrain and the
DR itself (Gras et al., 2002; Schafer et al., 2002).

In particular, electrical stimulation of the mPFC at low frequency evokes both
inhibitory and excitatory responses in DR 5-HT neurons (Hajés and Sharp, 1998;
Celada et al., 2001). Monosynapotic (latency <20 ms, duration ~20 ms) excitatory
responses evoked in DR 5-HT neurons are sensitive to AMPA and NMDA receptor
blockade, indicating the involvement of both ionotropic glutamate receptors in the
PFC-mediated excitations (Celada et al., 2001). Inhibitory responses of 5-HT
triggered by mPFC stimulation are GABAa- and 5-HT 44 receptor-mediated (Celada et
al., 2001; Varga et al., 2001). The former are consistent with the presence of PFC
inputs to GABA neurons in the DR (Jankowski and Sesack, 2004). Also, 5-HT1a-
receptor mediated inhibitions are consistent with the well-known role of 5-HTa
autoreceptors in the control of 5-HT cell firing (Blier and de Montigny, 1987; Sprouse
and Aghajanian, 1987). The present results indicate that most —if not all- of these
excitatory inputs are mediated by AMPA receptors containing GIuR2/3 subunits, i.e.,
those with low Ca** permeability (Jonas et al., 1994; Geiger et al., 1995).

In contrast, GABA neurons in the DR and its vicinity express the GIuR1
subunit. This is consistent with the greater expression of this subunit in GABA
interneurons in forebrain (compared to pyramidal neurons) (Jonas et al., 1994,
Geiger et al., 1995). The presence of GluR1 subunits determines a greater Ca**
permeability and faster kinetics of AMPA receptors in GABA interneurons (Jonas et
al., 1994; Geiger et al., 1995). These properties may perhaps be involved in the
predominant inhibitory responses elicited by excitatory afferent pathways to the DR,

such as the lateral habenula or the mPFC which synapse on 5-HT cells but also on



GABA cells (Hajés and Sharp, 1998; Celada et al., 2001; Varga et al., 2001,
Jankowski and Sesack, 2004).

The activity of the mesocortical and mesolimbic dopaminergic systems is also
modulated by several neurotransmitters, including glutamate (see for review (Meltzer
et al., 1997; Adell and Artigas, 2004; Grace et al., 2007b). Additionally, DA neurons
express vGIuT2 and may release glutamate under certain conditions (Descarries et
al., 2007). In particular, the activity of DA neurons is controlled by AMPA and NMDA
receptors (Johnson et al., 1992; Wang and French, 1993). Burst firing is
characteristic of VTA DA neurons in response to behaviourally salient stimuli which
imply greater DA release (see for review (Grace et al., 2007a; Schultz, 2007).
Therefore, the switch from the regular or tonic firing mode to the burst firing mode
(phasic, transient) is of utmost importance in the control of the ascending
mesocortical and mesolimbic systems. Hence, the Ca?*-dependent increase in burst
firing of DA neurons (Grace and Bunney, 1984) appears to be mediated by the
activation of NMDA receptors (Johnson et al.,, 1992; Overton and Clark, 1992;
Chergui et al., 1993; Tong et al., 1996a). The PFC appears to be primarily involved in
the switch from tonic to firing mode since the removal of excitatory inputs from PFC
to the VTA reduces DA burst firing (Svensson and Tung, 1989; Tong et al., 1996b;
Diaz-Mataix et al., 2005). More recent data suggest that a nicotinic input from the
laterodorsal and pedunculopontine tegmentum may play a permissive role in the
appearance of burst firing (Lodge and Grace, 2006).

However, AMPA receptor activation may also evoke burst firing in DA
neurons, perhaps due to the opening of voltage-sensitive Ca®*channels following the
neuronal depolarization induced by Na* entry, as observed in other brain areas (see
for review Meltzer et al., 1997). This view is supported by the demonstration that L-
type calcium channel also mediate burst firing in DA neurons (Johnson and Wu,
2004). Furthermore, the presence of GIuR1 subunits in DA neurons may be an
additional source of Ca** entry, absent in 5-HT neurons.

The apparent absence of GluR1- and GluR2/3-Li in DA and 5-HT axons
suggests that glutamate does not regulate the local release of both monoamines in
PFC. Previous microdialysis data indicated that the selective stimulation of AMPA
receptors in PFC by exogenous S-AMPA application or increased endogenous

glutamate can evoke a local release of 5-HT (Martin-Ruiz et al., 2001; Amargos-
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Bosch et al., 2007) and DA (Bortolozzi et al., unpublished observations). This raised
the possibility that the increased monoamine release might be triggered by the
stimulation of terminal AMPA receptors, similar to those regulating glutamate and
GABA release in various CNS areas (Satake et al., 2000; Patel et al., 2001; Schenk
et al., 2003; Schenk et al., 2005). The present data do not support this view and
indicate that, if presynaptic AMPA (or kainate) receptors are present on 5-HT and DA
axons, these are not composed of the same units than those in the somatodendritic
region. More likely, the above microdialysis results can be explained by the activation
of AMPA receptors on descending pathways to the DR and VTA which subsequently

result in an increased terminal release of both monoamines.

Differential AMPA receptor-mediated modulation of DA and 5-HT systems

Despite sharing some commonalities, the ascending DA and 5-HT neuronal differ in
many respects. Thus, regular firing of DA neurons depends on intrinsic ionic
mechanisms (Grace and Bunney, 1984) whereas that of 5-HT neurons depends on
extrinsic influences, such as aj-adrenoceptor activation (VanderMaelen and
Aghajanian, 1983). Moreover, unlike DA neurons, 5-HT neurons do not display overt
burst firing, although they can occasionally fire two or more action potentials (Hajos
et al., 1995).

Using electrophysiological and track-tracing techniques, we observed that ~50% of
the pyramidal neurons in PFC projecting to the VTA also project to the DR (and
viceversa) (Vazquez-Borsetti et al.,, 2007). This suggests that the PFC may
simultaneously control the activity of DA and 5-HT neurons via descending excitatory
monosynaptic (to principal neurons) and disynaptic pathways (via local GABA
interneurons). The present observations add a further element to the characterization
of this descending parallel pathway to VTA and DR. The differential expression of
GIuR1 and GIluR2/3 subunits suggests that glutamate may evoke different ionic
conductances in DA and 5-HT neurons which may partly explain the observed
differences in the PFC-mediated control of both neuronal groups (see above)..
Moreover, the presence of GluR1 subunits in GABAergic neurons in the DR and its
vicinity as well as in DA neurons of the VTA (while not in raphe 5-HT neurons)
suggests that an increased activity of pyramidal cells projecting simultaneously to

both nuclei would increase the activity of DA cells in the VTA while concurrently



decreasing that of raphe 5-HT cells by increasing local GABA inputs, as shown for
other receptors expressed by GABA neurons in this area (Jolas and Aghajanian,
1997a; Abellan et al., 2000; Liu et al., 2000).

From a therapeutic perspective, AMPA receptor modulators or ampakines are
potentially useful compounds for the treatment of neurological and psychiatric
disorders, including cognitive deficits in schizophrenia (Lynch and Gall, 2006;
Tuominen et al., 2006; O'Neill and Witkin, 2007). These agents potentiate AMPA
receptor-mediated neurotransmission by increasing the opening time of the MAP
channel (Lynch and Gall, 2006). No major differences appear to exist in the
modulating actions of these agents depending on subunit composition (Arai et al.,
2000) although compounds that selectively target GIuR2 subunits mat have
antidepressant properties (see above). Ampakines are thought to exert their action
by modulating cortical and hippocampal networks. However, given the presence of
GIuR1 and GIuR2/3 subunits in DA and 5-HT neurons, their effect may also involve
an action on monoamine neuronal groups. Indeed, DA and 5-HT have been reported
to be involved in cognitive processes known to be altered in psychiatric disorders
such as working memory or cognitive flexibility (Williams and Goldman-Rakic, 1995;
Williams et al., 2002; Clarke et al., 2004).

In summary, the different AMPA subunit expression in VTA DA neurons and
raphe 5-HT neurons adds a further element to characterize excitatory inputs to these
neurotransmitter systems that may be related to the differential basal and evoked
firing characteristics of both neuronal groups. The development of pharmacological
agents with selectivity for these GIuR subunits may be a new tool to selectively

modulate the activity of these monoaminergic cell groups.
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1.1 Discusion general.

Los trabajos de la presente tesis se
enmarcan en la busqueda de una mayor
comprension de los circuitos mesocorticales
que controlan nucleos monoaminérgicos del
mesencéfalo.

La existencia de una subpoblacién
de neuronas que proyecte simultaneamente
desde la CPF al ATV y al RD (trabajo 1),
indica la presencia de una coordinacién de
ambas estructuras generada por la corteza.
La importancia de esta coordinacion queda
evidenciada por el hecho de que estas
neuronas son mayoria (60%) con respecto
a las que proyectan a una sola de las
estructuras, segun se desprende de los
resultados del analisis del potencial
antidromico. La confirmacion mediante
técnicas de histologia mostrd resultados
similares a los obtenidos por
electrofisiologia. Asi el 63% de las
neuronas que proyectan al rafe dorsal
también proyectan al ATV. Los resultados
obtenidos para el ATV son algo menores
(42%) probablemente debido a un mayor
namero de neuronas que proyectan a la
estructura.

Los resultados del trabajo numero 2
indican que la mayoria de las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal, que
proyectan a los anteriores nucleos
monoamineérgicos, expresan el receptor
5HT,a. Un corolario de estas observaciones
es que la 5-HT liberada en la CPFm por
neuronas procedentes del RD/RM estaria
controlando indirectamente la  propia
actividad del RD y la del ATV. Por lo tanto,
la activacion de este receptor excitador
podria aumentar la entrada glutamatérgica
de Ila CPF a distintas estructuras
subcorticales, incluyendo los nucleos
monoaminérgicos del mesencéfalo. Por otro

lado el antagonismo de este receptor
inducido por los antipsicoticos atipicos
disminuiria la entrada glutamatérgica a

estos nucleos.

La estimulacion eléctrica de la
mPFC genera excitaciones e inhibiciones
en el RD. Las excitaciones son de caracter
glutamatérgico e implican receptores AMPA
y NMDA (Celada et al., 2001). Los
receptores AMPA, formados por distintas
subunidades (GIuR1 a GluR4) constituyen
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canales permeables a iones monovalentes
y divalentes. En particular, la presencia de
la subunidad GIuR2 confiere una baja
permeabilidad a calcio (Tanaka et al.,
2001). Por otra parte, la subunidad GIluR1
parece ser esencial para diversos
mecanismos de plasticidad sinaptica, como
la LTP o potenciacién a largo plazo y su
ausencia ocasiona importantes déficits
cognitivos (Sanderson et al., 2008). Los
resultados obtenidos en el trabajo 3 indican
que las neuronas serotoninérgicas vy
dopaminérgicas del RD y ATV expresan,
respectivamente, subunidades GIuR2/3 y
GluR1. Esta ultima esta presente en el RD
pero se encuentra en otros tipos celulares
tales como neuronas GABAérgicas,
dopaminérgicas y en otras células de
fenotipo neuroquimico desconocido. Un
punto interesante de estos resultados es el
hecho de que la distribucién del GIuR1 sea
tan diferente entre los tipos celulares
dopaminérgico y serotoninérgico a pesar de
que usualmente estos sistemas tienen
muchos puntos en comun. Por otro lado
también es sugestivo el hecho de que las
neuronas dopaminérgicas del rafe parezcan
tener una menor cantidad de receptor
GIuR1 que sus pares del ATV. La presencia
de distintas subunidades GIuR en neuronas
serotonérgicas y dopaminérgicas podria
explicar diferencias funcionales entre
ambos tipos de neuronas, como se discutira
mas adelante.

1.2 Consideraciones
funcionales

La gran importancia del control que realiza la
CPFm sobre la actividad de las neuronas
serotoninérgicas queda de manifiesto en el
hecho de que mas del 80% de las neuronas
del RD pueden ser estimuladas por la
activacion eléctrica de la CPFm (Hajés and
Sharp, 1998; Celada et al.,, 2001). Estos
mismos autores encontraron diferencias
topograficas en la respuesta generada en el
RD por la estimulacién de la CPFm. La
estimulacion de la zona infralimbica produce
un mayor numero de inhibiciones no
mediadas por el receptor 5-HT.a que las
encontradas en zonas mas dorsales, quizas
debido a un mayor numero de sinapsis sobre
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células GABAérgicas por
neuronas provenientes de
infralimbica. Esto fue confirmado
posteriormente  mediante técnicas de
trazado, donde se encontrd que las neuronas
mas ventrales de la CPF solian hacer
sinapsis sobre células GABAérgicas,
mientras que la estimulacion mas dorsal
podia generar respuestas tanto excitatorias
como inhibitorias (Varga et al.,, 2001;
Jankowski and Sesack, 2004). Las
excitaciones parecerian estar mediadas por
una interaccion directa de las neuronas
piramidales sobre las células
serotoninérgicas, mientras que las
inhibiciones son obviamente indirectas a
través de células GABAérgicas (via
receptores GABA,) u ofras células
serotoninérgicas (via receptores 5-HTqp)
(Celada et al., 2001). En este sentido, es
indistinto si la estimulacién es eléctrica o
quimica: ambas producen un aumento en la
actividad y en la liberacion de 5-HT como se
ha visto en diversos trabajos donde se
estimulé de ambas formas la CPFm (Celada,
2001; Amargos-Bosch, 2003).

En el caso del ATV, se sabe por
datos tanto anatémicos como electrofisio-
l6gicos que la CPF constituye la mayor
entrada excitatoria de la estructura (Thierry
et al., 1979; Thierry et al., 1983b; Tong et
al., 1998; Gabbott et al., 2005; Geisler and
Zahm, 2005; Hurley et al., 1991; Sesack
and Pickel, 1992; Carr and Sesack, 2000b).
Estas vias descendentes realizan sinapsis
tanto en células GABAérgicas como en
células dopaminérgicas. Tal como se indica
en la introduccién, existe un bucle cerrado
entre la CPFm y las neuronas mesocorticales
del ATV. Por otra parte, neuronas
dopaminérgicas que proyectan a otras areas
distintas del nucleo accumbens reciben
también aferencias directas de la CPFm, de
manera que una activacién de la misma
puede modular la liberacion de DA en la
propia CPF y en ofras areas del sistema

parte de las
la corteza

limbico, asi como la actividad de las
neuronas GABAérgicas del ATV que
proyectan al nucleo accumbens. Las
neuronas dopaminérgicas que reciben

aferencias de la CPFm no proyectan al
nucleo acumbens (Carr y Sesack, 2000). Por
lo cual el receptor 5HT,, presente en las
neuronas piramidales de proyeccidon no
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afectaria (por lo menos en forma directa) los
niveles de dopamina liberados en el nucleo
acumbens. En resumen, las neuronas de la
CPFm pueden regular la actividad de la via
dopaminérgica mesocortical y también la via
GABAérgica mesolimbica, asi como Ila
actividad de neuronas dopaminérgicas que
no proyectan a este nucleo.

Las entradas excitatorias en el ATV
son importantes a la hora de producir
cambios a largo plazo sobre la actividad de
las neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas
por participar en fendmenos de plasticidad
sinaptica entre otros (Bonci y Malenka,
1999). Por otro lado, los registros in vivo
demuestran que la entrada desde la CPFm
es crucial para evocar descargas en rafaga
(Overton and Clark, 1997; Gariano and
Groves, 1988).

Una pregunta derivada del presente
trabajo es en qué condiciones podria estar
involucrada y para qué seria necesaria la
coordinacion de las actividades del RD vy el
ATV por parte de la CPF. Un buen punto de
partida para empezar a responder esta
pregunta es atribuirle a dicha coordinacion
relevancia a nivel cognitivo y emocional, ya
que involucra las vias dopaminérgicas y
serotoninérgicas ascendentes del sistema
limbico y también a las que actuan sobre
areas esenciales para la memoria operativa y
la generacion de estrategias. Las neuronas
dopaminérgicas incrementan su actividad en
respuesta a estimulos que actien como
recompensa (Schultz, 2004; 2007); por otro
lado, también se ha visto un incremento en la
actividad del rafe en respuesta a estimulos
que indican una recompensa futura (Tanaka
et al,, 2004). Basados en estos resultados
sugerimos que estimulos comportamentales
que involucren la CPF pueden producir un
cambio concertado en la actividad de los
sistemas dopaminérgico y serotoninérgico.
Puesto que solamente implica conexiones
monosinapticas, este control deberia ocurrir
en una corta ventana temporal casi siempre
inferior a 20 ms, modificando e
incrementando, en la mayoria de casos, los
niveles de ambos neurotransmisores tanto
a nivel subcortical como cortical, incluyendo
en esta ultima a la propia CPF.

Los receptores  metabotropicos
como el 5-HT,a regulan el nivel de
polarizacién de la célula, en este caso
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excitando y facilitando que otras entradas
excitadoras alcancen el potencial de accion
(Araneda and Andrade, 1991; Tanaka and
North, 1993; Aghajanian and Marek, 1999;
Amargés-Bosch et al., 2004; Villalobos C,
2005). En base a esto la primera
implicacion funcional del segundo trabajo
que podemos sugerir es que la activacion
de este receptor aumentaria la entrada
glutamatérgica al ATV y al RD.

Cuando esta actividad es mediada
por la 5-HT enddgena se genera un patron
complejo que involucra excitaciones pero
también inhibiciones en las neuronas de
proyeccion de la CPFm, probablemente
debido a la accién de la 5-HT sobre otros
receptores o tal vez sobre el propio 5-HTa
localizado en células GABAérgicas (Puig et
al., 2005; Tanaka and North, 1993; Zhou
and Hablitz, 1999). Los alucinégenos que
median su accién a través del receptor 5-
HT2a, como por ejemplo el DOI, el DOB o el
LSD, afectan notablemente el numero de
potenciales de accidbn en neuronas de
proyeccion de la CPFm, usualmente
generando activaciones (Puig et al., 2003).

Se sabe que tanto la aplicaciéon
sistémica como la aplicacion local en la
CPF de agonistas o antagonistas de
receptor 5-HT,a, puede modular la actividad
de vias dopaminérgicas y serotoninérgicas
ascendentes. Por ejemplo, la aplicacion
local de DOI en la corteza genera un
aumento del numero de descargas en
rafaga de las neuronas del ATV y la
liberacion terminal de DA (Bortolozzi et al.,
2005) asi como de la actividad de neuronas
del RD y de la liberacion terminal de 5-HT
(Martin-Ruiz et al., 2001).

Por otro lado, la interaccion entre el
RD y el ATV no ocurre solo por vias
indirectas, al analizar los cortes del RD de
las ratas inyectadas con FG en el ATV, se
observd un abundante nimero de células
marcadas (datos no mostrados). Esto es
coherente con la existencia de conexiones
entre ambos nucleos, que ya han sido
despcritas con anterioridad por otros
autores (ver Jacobs and Azmitia, 1992). La
5-HT que llega a las neuronas
dopaminérgicas puede activar una pequefia
proporcion de receptores 5-HT,s presente
en estas neuronas (Nocjar et al., 2002) asi
como receptores 5-HT,c presentes en
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neuronas GABAérgicas del ATV (Prisco et
al., 1994). La administracion de un agonista
5-HT,a por via sistémica actuaria de ambas
formas, directa e indirecta, despolarizando
las neuronas dopaminérgicas y facilitando
la generacion de potenciales de accién
evocados por la entrada glutamatérgica de
corteza, que a su vez ya habria sido
facilitada por el efecto del farmaco sobre el
receptor 5-HT,n» de las neuronas
piramidales de proyeccién al ATV. EI
aumento de rafagas generado por el DOI
sistémico (Bortolozzi et al., 2005) podria
estar relacionado con este mecanismo.

El control indirecto de la actividad
serotoninérgica por parte de la CPF es
mediado en parte por la activacién de
interneuronas GABAérgicas (Celada et al.,
2001;Varga et al., 2001). Es posible que la
presencia de la subunidad GIluR1 en las
neuronas GABAérgicas del RD y areas
adyacentes esté vinculado con una
respuesta mayor y mas rapida a la entrada
glutamatérgica (Jonas et al., 1994; Geiger
et al., 1995). Esta caracteristica de la
subunidad GIluR1 también deberia afectar a
las neuronas dopaminérgicas, sobre todo a
las del ATV donde hemos visto una notable
abundancia de neuronas que expresan esta
subunidad. Los disparos en rafaga son
caracteristicos de esta estructura y de este
tipo celular y se producen en respuesta a
estimulos que implican una recompensa
(Grace et al.,, 2007; Schultz, 2007). Este
tipo de descargas suelen ser controlados
por la CPFm (Svensson and Tung, 1989;
Tong et al., 1996b) y estan mediadas por la
activacion de receptores NMDA, aunque
otros mecanismos de entrada de iones
calcio (entre los que podria contarse la
presencia de receptores AMPA que
expresen la subunidad GIuR1 y canales de
calcio de tipo L) participan también de la
descarga en rafaga (Grace and Bunney,
1984; Tong et al., 1996a; Johnson and Wu,
2004).

A pesar de las muchas
coincidencias que existen entre ambos
sistemas monoaminérgicos, las neuronas
serotoninérgicas no producen verdaderas
descargas en rafagas (Hajos et al., 1995),
lo que podria estar relacionado con la
distinta expresion de la subunidad GIuR1 en
ambos tipos neuronales.
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1.3 Consideraciones
metodoldgicas.

Las hipotesis sostenidas en los dos
primeros trabajos tienen la particularidad
de haber sido demostradas mediante
distintos abordajes experimentales, lo cual
refuerza la validez de las conclusiones.
Algunas de las técnicas utilizadas en estos
trabajos no eran de uso rutinario en el
laboratorio, por lo que debieron ser puestas
a punto y generaron dificultades que
merecen ser discutidas (ver mas abajo).

Por lo que respecta a la técnica del
potencial antidromico, trabajos anteriores
del grupo habian puesto de manifiesto la
existencia de neuronas de la CPFm que se
activaban tras estimulacion en el ATV y en
el RD en animales con dos electrodos
implantados (Puig et al., 2003). Estudios
previos habian descrito la existencia de co-
proyecciones de la CPF a diversas areas
subcorticales (Thierry et al., 1983a). En el
presente trabajo se ha realizado un
abordaje sistematico para demostrar la
existencia de bifurcaciones axonales en las
neuronas de proyeccion de la CPF, en este
caso al RD y al ATV. Con respecto a las
mediciones de las latencias y las
velocidades encontradas en este trabajo,
cabe aclarar que estan en el rango de las
publicadas tanto por Thierry como por otros
autores (Peterson et al., 1990; Celada et al.,
2001; Puig et al., 2003).

Se encontraron diferencias
significativas en cuanto a las latencias
observadas desde el ATV y el RD, siendo la
primera menor que la segunda. Esto puede
ser debido a que la distancia que separa la
ATV de la CPFm es menor que la que
existe entre el RD y la CPFm. Sin embargo,
la diferencia de latencias es superior a la
diferencia de distancias, lo que implica una
diferencia en la velocidad propagacion de |
potencial. En particular, esta es mayor para
el ATV que para RD. La velocidad de
propagacion esta determinada
esencialmente por la presencia de vainas
de mielina y el grosor de los axones. Las
terminales sinapticas estan desprovistas de
mielina y son de un tamafio mucho menor
al de los axones primarios. Ademas, el
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tamano de los axones suele depender del
grado de ramificacion, por lo cual es posible
que los axones que alcanzan el RD
presenten un mayor grado de ramificacion
que a la altura del ATV lo que justificaria la
mayor velocidad para alcanzar esta ultima
area.

El segundo abordaje experimental,
gue consiste en el trazado de vias mediante
trazadores retrégrados, aporté resultados
analogos a los obtenidos mediante
electrofisiologia. Las neuronas de
proyeccion a ambas estructuras mostraron
una distribucién semejante en la CPFm,
ubicandose fundamentalmente en capas V
y VI superficial. Estos resultados cuadran
con trabajos previos donde se observaban
neuronas de proyeccion desde la CPFm
hacia estructuras del mesencéfalo, tanto
por técnicas electrofisiolégicas como de
trazadores (Aghajanian and Wang, 1977,
Thierry et al., 1979; Thierry et al., 1983b;
Sesack et al.,, 1989; Tong et al., 1996b;
Tong et al., 1998; Hajés and Sharp, 1998;
Peyron et al., 1998; Celada et al., 2001;
Jankowski and Sesack, 2004; Gabbott et
al., 2005; Geisler and Zahm, 2005).

En este trabajo también se han
encontrado un mayor numero de neuronas
que proyectan desde la CPFo hacia el RD
que hacia el ATV, encontrandose en ese
area muy pocas O ninguna neurona que
coproyectara. En este area los resultados
también cuadran con lo observado en
trabajos anteriores (Peyron et al., 1998;
Gabbott et al., 2005; Geisler and Zahm,
2005).

Una de las posibles limitaciones de
los estudios de trazado neuronal es la
captacion de los trazadores por fibras de
paso que proyectaran al RD cuando el
trazador se aplica en el ATV, dada su
proximidad al haz medial prosencefalico.
Sin  embargo, esta posibilidad parece
remota ya que por un lado, ambos
trazadores FG y CTB fueron inyectados en
el ATV observandose distribuciones
similares. El mecanismo por el cual ambos
trazadores ingresan en la célula es
diferente y hay acuerdo acerca de que
ninguno de los dos es captado por fibras de
paso que no estén dafiadas (Schmued and
Fallon, 1986; Pieribone and Aston Jones,
1988; Schmued and Heimer, 1990) exepto
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por unos pocos trabajos donde si
encuentran captacion por fibras de paso
(Dado et al., 1990). Sin duda, la aplicacion
microiontoforética del trazador minimiza
esta posible captacién por fibras de paso al
producir un menor dafio de los axones y las
vainas de mielina.

Por otra parte, se observa que la
CPFm es en la unica zona de la CPF donde
se ve un patrén similar en las células que
proyectan al ATV y al RD. Si el trazador
hubiera sido captado por axones de paso,
como por ejemplo los axones del nervio
intracraneal del cerebro medio, se deberia
observar una distribucion mas amplia en
otras zonas como la corteza motora
primaria y secundaria (Gabbott et al., 2005),
lo que no ocurri6 en ninguno de los
experimentos realizados.

Asi pues, los resultados obtenidos
mediante técnicas de trazado poseen una
notable coincidencia con los obtenidos
mediante la  técnica del potencial
antidrémico, indicando ambas la existencia
de una elevada proporcion de neuronas de
proyeccion simultdnea al RD y al ATV,
aunque estos resultados varian ligeramente
entre ambas técnicas. Estas diferencias
pueden ser debidas a diversas razones,
entre las que destacan los distintos
tamafios de la zona de estimulacion
eléctrica vs. la zona de aplicacion
microiontoforética, asi como diferencias de
muestreo debidas al azar en las
coordenadas de aplicacion/estimulacion.

La combinacion de técnicas de
inmunohistoquimica junto con técnicas de
hibridacion in situ usada en el segundo
trabajo aporta una valiosa informacion
sobre la expresién de receptores 5-HT,4 €n
neuronas de proyeccion de la CPF. Sin
embargo, la puesta a punto de dicha
técnica combinada no ha estado exenta de
dificultades, entre ellas las derivadas del
distinto nivel de salinidad requerido por la
hibridacion in  situ 'y el marcaje
inmunohistoquimico. Estas se han
solucionado gracias a un aumento de la
penetrancia, mediante la incubacion del
anticuerpo primario durante 4 horas a 37° y
la utilizacién de técnicas alternativas a la
alta concentracion salina (como por ejemplo
un PH alto) para mantener la astringencia
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en algunos pasos clave de la reaccion
colorimétrica.

Mediante inmunohistoquimica se
encontr6 un gran numero de células
marcadas con CTB en los tejidos donde se
habia realizado previamente la hibridacion.
Estas células se ubicaron esencialmente en
las areas orbitales y mediales de la CPF al
igual que ocurria en los tejidos a los que se

les realizo la inmunohistoquimica
‘convencional’. No obstante el niumero de
células marcadas mediante la
inmunohistoquimica convencional fue
mayor que el obtenido mediante
inmunohistoquimica combinada con

hibridacion in situ. Sin embargo, este hecho
no altera los resultados obtenidos ya que el
muestreo se realiz6 en funcion de las
células CTB positivas (y no al revés), y no
habria porqué esperar una distribucién
diferencial del mensajero en las células
que, proyectando a las areas de interés,
tuvieran mayor o menor marcaje de CTB.

La distribucion del mRNA del
receptor 5-HT,5 fue similar a la observada
en trabajos previos usando autorradiografia
e hibridacion in situ (Pazos et al., 1985;
Pompeiano et al.,, 1994), incluyendo un
trabajo mas reciente que empleaba Ila
hibridacion in situ (Santana et al., 2004b)
que indica que este receptor se expresa en
una elevada proporcion (50-60%) de
neuronas piramidales de la CPF. Todo esto
apoya los presentes resultados obtenidos
mediante hibridaciéon in situ y concuerda
con los datos obtenidos en este laboratorio
por Fumiaki Mori, quien observé que la
inmunohistoquimica por el método ABC no
interfiere con la hibridacién in situ, por lo
menos si se realiza en este orden y no asi
si se hace en orden inverso.

La literatura apunta a la utilizacién
de ribosondas para su combinacion con
trazadores (Hur and Zaborszky, 2005;
Perez-Manso et al.,, 2006; Yokota et al.,
2007; Barroso-Chinea et al., 2008). Sin
embargo los trabajos de la presente tesis y
otros trabajos no publicados (Pefias y
Vilaré) demuestran que también se pueden
realizar estudios de trazado combinados
con estudios de expresion de receptores
utilizando oligonucleétidos como sondas,
los cuales presentan algunas ventajas
sobre las ribosondas. Entre las que se
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destacan que los péptidos son mas faciles
de obtener y que son mas especificos ya
que permiten encontrar diferencias de un
solo nucledtido

1.4 Esquizofrenia y
antipsicoticos

Queda por discutir cual es la importancia de
los resultados obtenidos en esta tesis en
distintas patologias psiquiatricas. A tal fin se
haran extrapolaciones de los resultados
obtenidos en la rata a los humanos bajo la
suposicion de que en ambos ocurre algo
similar. Las tres estructuras involucradas en
este circuito -CPF, RD y ATV- estan
relacionas tanto con la depresidon como con
la  esquizofrenia. En  particular la
disminucion en la actividad metabdlica de la
CPF observada en estas patologias
(Catafau et al., 1994; Andreasen et al.,
1997; Shergill et al., 2000; Drevets, 2001;
Ressler and Mayberg, 2007) podria producir
una disminucion de la actividad de las
neuronas serotoninérgicas y
dopaminérgicas, o por lo menos una
desregulacién de su actividad. Entonces,
basados en los resultados de
coproyecciones, se puede suponer que esto
también arrearia una perdida de
coordinacion entre el RD y el ATV.

Por otro lado, los antipsicéticos
atipicos y los antidepresivos pueden actuar
en la CPF regulando su actividad vy
contribuyendo asi a restaurar la regulacion
y la coordinacion de los nucleos
aminérgicos (Bortolozzi et al., 2003; Diaz-
Mataix et al., 2005). Tambien se discutiran
las implicaciones funcionales del efecto de
los antagonistas 5-HT,s, los cuales
despiertan especial interés ya que parte del
efecto terapéutico de los antipsicéticos
atipicos puede estar mediado por el
antagonismo sobre este receptor (Nyberg et
al., 1998; Meltzer, 1999a).

Tomando a Ila clozapina como
ejemplo de antipsicético atipico 'y
analizando la ocupacién de los receptores
dopaminérgicos, vemos que ésta no
alcanza el 70% en el caso del receptor D2,
lo cual es considerado el limite de eficacia
terapéutica que deben superar los
antipsicoéticos clasicos (Nordstrom et al.,
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1998; Kapur et al., 1999; Nyberg et al.,
1999). La pregunta que se plantea entonces
es como el antagonismo sobre el receptor
5-HT,» puede contribuir al efecto
terapéutico. En este sentido nosotros
sugerimos que el antagonismo del receptor
5-HT;a cortical podria disminuir el caudal de
informacion que sale de la CPFm,
disminuyendo por lo tanto la entrada
excitadora en el ATV y la liberaciéon de
dopamina en distintas areas de cerebro,
incluyendo al propio ATV. De esta forma se
generaria indirectamente un efecto similar
al antagonismo D2 que afectaria
mayormente los sistemas cognitivos y
limbicos sin afectar tanto los motores y por
lo tanto reduciria los sintomas
extrapiramidales. En este sentido es
interesante el que la entrada glutamatérgica
al RD también se vea reducida por el
antagonismo 5-HTx(Martin-Ruiz et al.,
2001), un factor que quizas contribuiria a
este fendmeno tanto a nivel cortical como a
nivel del ATV.

Ya se ha mencionado en esta tesis

una de las hipodtesis sobre la etiologia de la
esquizofrenia, la llamada hipotesis
hipoglutamatérgica. Uno de los aspectos
que apoya esta hipotesis es que se observa
una marcada disminucién del numero de
espinas dendriticas en la CPF de pacientes
con la enfermedad (Glantz LA y Lewis DA
2000). Por otro lado, se ha descripto que
los antagonistas NMDA como el PCP
agravan los sintomas de los pacientes que
padecen la enfermedad (Krystal et al.,
2002). Desde un punto de vista fisioldgico,
estas drogas generan un aumento
paradédjico de la actividad cortical y un
aumento de la transmisién glutamatérgica
desde la CPFm a los nucleos aminérgicos,
entre otros (Kargieman et al., 2007,
Jackson et al., 2004). En este sentido es
destacable que se ha encontrado un
fendmeno similar en ratones knock out de la
subunidad epsilon1 del receptor NMDA
(Miyamoto et al., 2001).
Un dato a tener en cuenta es que existen
muchos compuestos/farmacos excitadores
de la corteza y, si bien algunos son
“psicoticomiméticos”, la mayoria tienen
pobres propiedades alucindgenas,
obviamente exceptuando a los agonistas
5HT 4.
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El receptor 5-HT,5 esta presente en
la CPF. Los agonistas de este receptor

excitador son alucinégenos y también
generan un aumento de la salida
glutamatérgica hacia los nucleos

aminérgicos, como ya se ha mencionado en
las consideraciones funcionales.

Hoy en dia sigue siendo un misterio
cudl es el area del cerebro donde actuan
los antipsicéticos. Los receptores D2
corticales podrian mediar una parte o hasta
la totalidad del efecto terapéutico (Lidow et
al., 1998b). Sin embargo, otra area
candidata a mediar el efecto terapéutico de
los antipsicéticos es el nucleo accumbens
(Grace, 2000; Nordstrom et al.,, 1998). Si
esto fuera asi la discusion anterior perderia
peso, ya que las neuronas dopaminérgicas
del ATV que reciben innervacion desde la
CPFm, no proyectan al nucleo acumbens.
Soélo las neuronas GABAérgicas de
proyeccion del ATV al ndcleo accumbens
reciben inervacién desde CPFm (Carr and
Sesack, 2000b), es mas, la disminucion de
la entrada glutamatérgica procedente de
corteza podria resultar en un aumento de
la liberacion de dopamina en acumbens, y
quizas también en otras areas, por un
mecanismo mediado por los autoreceptores
D2 de la propio ATV (Lammel et al., 2008).
Por otro lado, si en verdad fuera el nucleo
accumbens el nucleo diana de los
antipsicéticos, seria interesante la
posibilidad de que una disminucion de la
entrada GABAérgica desde el ATV actue en
concordancia con un antagonismo de un
receptor inhibitorio como es el D2.

Para volver aun mas complicado el
panorama, también hay que recalcar que si
bien los antipsicéticos atipicos tienen una
alta afinidad por el receptor 5HT,s, los
antagonistas puros de este receptor no
tienen propiedades antipsicéticas. Supo-
niendo que un aumento del caudal de
informacion que sale de la corteza pudiera
formar parte de la fisiologia de las
alucinaciones, ya sean originadas por
drogas o por psicosis, los resultados
mostrados en el trabajo 2 permiten suponer
que agonistas 5HT,a actuaran directamente
sobre las células de  proyeccion
aumentando esta salida de informacion. Los
antipsicoticos atipicos disminuirian esta
salida también por un mecanismo que
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involucraria a los mismos receptores 5HT;a
presentes en estas neuronas. Sin embargo,
este efecto no es suficiente para mediar un
efecto antipsicético total y es necesario el
clasico componente antagonista D2. Si
relacionamos esto con el trabajo 1 y otros
trabajos (Martin-Ruiz et al., 2001) donde se
analiza el control de la CPF sobre la
liberacion de 5-HT y dopamina podriamos
sugerir que el antagonismo del receptor
5HT,a disminuiria la liberaciéon de dopamina
(por lo menos en algunas estructuras
clave), actuando en la misma direcciéon que
un antagonismo dopaminérgico y, a su vez,
también disminuiria la liberacion de 5-HT
actuando en la misma direccion que el
propio antagonismo serotoninérgico que
media el efecto.

Se puede especular acerca de que
la generacion de alucinaciones no es
producida por cualquier excitador de la
corteza, sino so6lo por los farmacos que
afecten la actividad de las neuronas de
proyeccion. Lo cual podria tener  su
contraparte en que los depresores de la
actividad cortical no tuvieran porqué
funcionar como antipsicoéticos, a menos que
pudieran actuar en el sentido de aumentar
el filtrado de la informacién que sale de la
corteza. En todo caso, los resultados de
esta tesis no permiten ni siquiera especular
acerca del mecanismo por el cual el
antagonismo D2 actua como antipsicaético, a
menos que el receptor D2 involucrado sea
el que se encuentra en las neuronas
GABAérgicas de la capa V de la CPFm
(Santana et al., 2004) o el que se encuentra
en neuronas de piramidales proyeccion
(Gaspar et al., 1995).

La CPFm realiza una coordinacion
entre el RD y el ATV. En menor medida
esta coordinacion también existe entre el
RD y el LC (Lee et al., 2005). No obstante,
se observa un desfase temporal marcado
entre el control de una estructura y el de la
otra, un desfase que no se puede explicar
solamente por la distancia que existe entre
los nucleos y que coincide en afectar mas
tardiamente a la estructura cuya
transmisién sinaptica es mas lenta (Azmitia
and Gannon, 1983), lo cual abre la puerta a
preguntarse si esa diferencia de velocidad
no tendria algun tipo de valor fisiolégico.
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Otra diferencia con respecto a la
entrada glutamatérgica desde la corteza a
estos nucleos viene dada por los receptores
que median la respuesta. El subtipo de
receptor AMPA GIuR1 media una parte de
la respuesta de las células dopaminérgicas
del ATV mientras que en el caso de RD
esta respuesta no es mediada por el GIluR1,
sino por las subunidades GIuR2 y/o GIuR3.
En el caso de RD la subunidad GIluR1
media la respuesta a la entrada
glutamatérgica a neuronas GABAérgicas.

Nuestros resultados sobre la
presencia de subunidades GIluR1 y GIuR2/3
en neuronas del RD y el ATV pueden tener
implicaciones terapéuticas. Los poten-
ciadores de los receptores AMPA son
compuestos con potencial en el tratamiento
de distintas enfermedades psiquiatricas que
incluyen la depresion y la esquizofrenia
(Lynch and Gall, 2006; O'Neill and Witkin,
2007). Estos compuestos actuan
aumentando el tiempo de apertura del canal
(Lynch and Gall, 2006). De acuerdo con
nuestros datos, un potenciador AMPA que
aumentara la entrada excitatoria a través
del receptor GluR2 tendria una incidencia
relativa mayor sobre neuronas
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serotoninérgicas que uno que actue
preferentemente sobre el receptor GIuR1,
esto puede explicar el mejor efecto
antidepresivo de los potenciadotes AMPA
LY392098 y LY404187 que se unen
preferentemente a la subunidad GIuR2
(Gates et al., 2001; Xia and Arai, 2005; Li et
al., 2003).

La esquizofrenia es una patologia
que involucra el deterioro de multiples
funciones cerebrales. Por ende, cualquier
intento de cura de esta enfermedad deberia
estar orientado a restaurar estas funciones,
por lo menos en algunas estructuras clave
como los nudcleos aminérgicos o la CPF.
Quizas los potenciadotes AMPA tengan
algun rol que jugar en este sentido.

En resumen, los contenidos de esta
tesis aportan un soporte anatomico a las
observaciones funcionales previas que
indican un control del receptor 5-HT, sobre
la actividad de neuronas dopaminérgicas y
serotoninérgicas. Este control puede estar
implicado en el efecto terapéutico de los
antipsicéticos atipicos, que reducirian la
entrada excitatoria de la CPF en estructuras
subcorticales  incluyendo los nucleos
monoaminérgicos del mesencéfalo.
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Conclusiones:

1. Existe una poblacion de neuronas en la CPFm que bifurca sus axones
proyectando tanto al ATV como al RD sugiriendo coordinacion en la
modulacion cortical de estas dos areas.

2. Aproximadamente el % 50 de las neuronas de la CPF que proyectan al ATV
expresan el receptor 5HT,a. Y aproximadamente el % 70 de las neuronas de
la CPF que proyectan al DR expresan el receptor 5HT,a. Esto da una base
anatémica a las observaciones previas que sugieren un control distal de estos
sistemas por parte del receptor 5-HT2a, lo cual puede estar relacionado con el
efecto terapéutico de los antipsicoticos atipicos.

3. Se encontré un patrén distintivo entre el RD y el ATV con respecto a la
presencia de los subtipos de receptor AMPA. El subtipo GluR1 se encontré
mayoritariamente en neuronas GABAérgicas del RD y en neuronas
dopaminérgicas del ATV pero no en neuronas serotoninérgicas del RD, las
cuales dieron positivas para anticuerpos contra el GIuR2/3. Todo esto sugiere
un control diferencial de ambos sistemas monoaminérgicos por aferencias
exitatorias.

5-HT s ‘/-

CPF

GluR2/3

RD

GABA
GluR1
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