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Introduccion

|. INTRODUCCION

1. ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad cerebral crénica, grave y que afecta
aproximadamente a un 1% de la poblacién. Esta caracterizada por un mal
funcionamiento de los procesos mentales y por alteraciones del comportamiento.
Los primeros episodios de la enfermedad se manifiestan durante la adolescencia o
al principio de la edad adulta, normalmente tras un prédromo que puede empezar
en la infancia (los pacientes esquizofrénicos han sido, en general, nifios con
problemas de relacién social, familiar y escolar) y, a partir de ese inicio, la
enfermedad sigue un curso crénico y deteriorante durante toda la vida (figura 1).

Clinical and Pathophysiological Course of Schizophrenia

Developmental Gestation, Pormugal  Child Pubety Adolcancs A Meiddle Age
Stage

Clinical Signs
& Sympioms

Stage of
Tlness

Pathologic
Process

Developmental
Process/Events

Figura 1 - esquema del curso clinico de la esquizofrenia extraido de Lewis
and Lieberman 2000.

La sintomatologia esquizofrénica es multiple y variada. En general, se pueden
clasificar las afectaciones clinicas en tres grandes grupos de sintomatologias:

¢ Sintomas positivos- esta designacion engloba los sintomas psicoticos, las
alucinaciones (percepciones no reales, principalmente auditivas), las falsas
creencias, crisis, pensamientos aberrantes, etc.

¢ Sintomas negativos/afectivos- falta de motivacion, desinterés social, apatia,
higiene descuidada, estados depresivos, etc., caracterizan una importante
parte de esta compleja enfermedad y provocan el profundo aislamiento
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social de los pacientes esquizofrénicos, inhabilitAndolos para una normal
integracion en la sociedad.

e Sintomas cognitivos- graves problemas de atencién y en el aprendizaje, en
la realizacién de funciones ejecutivas y de memoria y en especial de la
memoria a corto plazo u operativa (working memory).

En la actualidad no existe ningun tratamiento capaz de curar la enfermedad,
tan so6lo consiguen aliviar la sintomatologia con una eficiencia relativa y con graves
efectos secundarios. Histéricamente, han sido los sintomas positivos los que han
recibido mayor atencién asi como tratamientos (es la habilidad para bloquear este
tipo de sintomatologia lo que ha definido qué farmacos tenian capacidades
antipsicoticas). Mas recientemente los otros tipos de sintomas han recibido cada
vez mas atencion como el posible “ntcleo real” de la enfermedad, reconociendo a
los sintomas negativos y cognitivos como los mas incapacitantes, responsables del
profundo aislamiento social de los pacientes y de su incapacidad funcional.
Lamentablemente, a pesar del creciente interés, a fecha actual, tan sélo algunos
tratamientos experimentales y algunos farmacos antipsicéticos atipicos mejoran
estos sintomas, aunque que distan de constituir una terapia ideal.

1.1. ETIOLOGIA

La causa de la esquizofrenia es desconocida. Las hipotesis actuales plantean
la existencia de una base genética de la enfermedad y la existencia de unos
factores ambientales que serian los desencadenantes de los procesos psicoticos.
De hecho, existe una clara base genética si tenemos en cuenta el aumento de la
incidencia de la enfermedad al aumentar el grado de parentesco: de un 1% en la
poblacion general, pasamos a un 2% en parientes de tercer grado, un 2 a 6% en
parientes de segundo grado, un 6 a 17% en parientes de primer grado, un 17% en
gemelos dizig6ticos y practicamente un 50% en gemelos monozigéticos (figura 2).
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Figura 2 - esquema representativo del porcentaje de riesgo de padecer
esquizofrenia segun el parentesco, de Gottesman 1991.

Tras muchos afios buscando el “gen de la esquizofrenia”’, hoy en dia se
acepta que es una enfermedad poligenética. De hecho, no se ha encontrado ningln
gen directamente responsable, sino una gran cantidad de genes candidatos
afectados en pacientes de esquizofrenia, aunque no con suficiente potencia
individual como para justificar que sea un gen unico el causante de la enfermedad.

También se ha observado una posible implicaciéon de factores ambientales,
como exposicion a infecciones, problemas autoinmunes o de toxicidad o
complicaciones en el nacimiento, en el desarrollo de la enfermedad. Esos factores
podrian provocar sutiles alteraciones durante el desarrollo embrionario que
aumentarian la susceptibilidad a desarrollar esquizofrenia.

Como antes se ha mencionado, las posibles causas genéticas no parecen ser
suficientes para provocar la apariciéon de la enfermedad. Al contrario que otras
patologias de origen genético o del desarrollo que se manifiestan practicamente
desde el momento del nacimiento, la esquizofrenia no suele presentarse hasta la
adolescencia o el comienzo de la vida adulta. La hipotesis sugerida es que los
factores genéticos o problemas durante el desarrollo embrionario provocarian una
vulnerabilidad, una falta de plasticidad del cerebro. Una época de grandes cambios
en la vida como es el paso de adolescencia a vida adulta podria dejar patente esa
incapacidad del cerebro para adaptarse y desencadenando los primeros sintomas
de la enfermedad. (Lewis and Lieberman 2000)

Es importante remarcar que es en esta etapa de la vida cuando importantes
estructuras del cerebro acaban su maduracién como es el caso, por ejemplo, de la
corteza prefrontal (CPF) (Fuster 2001) o el cuerpo calloso, que alcanza su nivel
maximo de mielinizacion. Fallos en estos procesos podrian provocar la
vulnerabilidad y la falta de capacidad de adaptacion que se ha propuesto que existe
en la esquizofrenia.
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1.2. CAMBIOS OBSERVADOS EN LA ESQUIZOFRENIA

La complejidad de la esquizofrenia implica también una gran dificultad en
su estudio. Su heterogeneidad de sintomatologias, el gran nimero de factores
(genéticos, ambientales, etc.) y dreas cerebrales implicadas en su fisiopatologia
hacen necesario un acercamiento multidisciplinario a la enfermedad. A grandes
rasgos, el estudio de la esquizofrenia se ha centrado en 3 principales abordajes: los
estudios post-mortem en cerebros de pacientes esquizofrénicos, los estudios de
neuroimagen (normalmente ligados a la realizacién de pruebas funcionales) y los
modelos en animales de experimentacion.

1.2.1. Estudios post-mortem

Los estudios post-mortem realizados en cerebros de pacientes
esquizofrénicos, han mostrado diferencias significativas como son la reduccion del
volumen cortical, hipocampal y taldmico asi como el ensanchamiento de los
ventriculos. Recientemente se esta realizando un mayor estudio del estado de la
materia blanca con técnicas que muestran, entre otras alteraciones, un crecimiento
mas lento de lo normal de la materia blanca frontal (aproximadamente de un 15%)
en casos donde la esquizofrenia se manifesté en edad infantil respecto a sujetos
control (Gogtay et al 2008). Un factor comidn a todos estos trabajos es la
variabilidad de resultados, existiendo tanto estudios que muestran unas grandes
diferencias volumétricas como otros que no sefialan diferencias con los cerebros de
sujetos sanos. De todas formas, el consenso general es que existe una pérdida de
volumen cerebral en los pacientes esquizofrénicos (Brown et al 1986; Selemon et al
1995; Benes 2000; Harrison 2004).

Otro importante campo de estudio ha sido el de la expresidon de receptores
en determinadas dreas cerebrales. Se ha observado una disminucion de la densidad
de transportadores de serotonina en el cortex prefrontal de pacientes de
esquizofrenia asi como un incremento de los receptores 5-HT;a en los estudios
post-mortem (Abi-Dargham 2007). Una de las alteraciones mas observada en la
corteza prefrontal de cerebros de pacientes esquizofrénicos es la disminucion de la
expresion de marcadores tipicos de neuronas GABAérgicas como son la GAD67 y la
parvalbimina, cuya alteracién sugiere una disfuncién en estas interneuronas
inhibidoras (Cochran et al 2003; Hashimoto et al 2003; Coyle 2004)

Un factor importante a tener en cuenta en este tipo de trabajos es la gran
heterogeneidad de la poblacion de estudio: el diferente grado de afectaciéon de la
enfermedad, que los pacientes hayan recibido o no tratamiento farmacoldgico o la
presencia de otras enfermedades mentales pueden influir en la expresion
diferencial de receptores para neurotransmisores dando lugar a la gran variabilidad
de resultados mencionada anteriormente (Abi-Dargham 2007).
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1.2.2. Estudios de cognicion y neuroimagen

Existe un gran nimero de paradigmas para evaluar las funciones cognitivas,
como por ejemplo el Wisconsin card sort test que valora la memoria operativa o
working memoryy en la que se puede apreciar un aumento de errores en pacientes
de esquizofrenia. Estas pruebas valoran también la capacidad de atenciéon, de
retener informacidn, etc. Los estudios de neuroimagen, electroencefalogramas
(EEG) o de metabolismo de la glucosa realizados en pacientes esquizofrénicos
muestran déficits en la activacion de diferentes areas cerebrales al realizar estas
pruebas. Especialmente destaca la hipofrontalidad que presentan estos pacientes:
la corteza prefrontal muestra una activacién inferior a lo normal durante la
realizacion de pruebas que requieren el uso de funciones propias de esta region
como es la memoria a corto plazo (Andreasen et al 1992; Tamminga et al 1992;
Gao and Tamminga 1994; Andreasen et al 1997; Potkin et al 2002). De hecho, esta
hipofuncién metabdlica en la corteza de pacientes esquizofrénicos se ha
correlacionado con la presencia y gravedad de los sintomas negativos y los déficits
cognitivos (Andreasen et al 1992; Tamminga et al 1992), reforzando la implicacién
de la corteza prefrontal en este tipo de sintomatologia.

Una de las mayores ventajas de este tipo de estudio es que se puede seguir
al paciente a lo largo de un periodo de tiempo y de esta manera ver si la
administracidon de un determinado farmaco antipsicotico es capaz de corregir parte
de estos déficits. Asi, por ejemplo, se ha observado que la clozapina puede re-
equilibrar el metabolismo asimétrico de la glucosa observado en pacientes
esquizofrénicos (Potkin et al 1994).

1.2.3. Modelos animales

Es evidente la dificultad para trasladar una enfermedad tan compleja como
la esquizofrenia a un modelo en animal de experimentaciéon. La gran mayoria de
estos modelos han sido desarrollados en roedores y la aproximacion mas habitual
ha sido la administracién de drogas o farmacos que tengan la capacidad de inducir
sintomas esquizofrénicos en humanos sanos. Actualmente, ningin modelo animal
reproduce totalmente los déficits perceptuales, cognitivos y emocionales
caracteristicos de la esquizofrenia. Se busca que estos modelos animales presenten
la maxima validez predictiva y comparativa, es decir, que los sintomas que
provoque en el animal sean representativos de la sintomatologia de la enfermedad
en humanos y que, en mayor o menor medida, sean capaces de discriminar un
farmaco clinicamente efectivo de otro que no lo sea. Este es el caso de, por
ejemplo, la hiperlocomocion causada por varios de estos modelos como el de los
antagonistas NMDA, que se ha descrito que estd relacionada con los sintomas
positivos (Moghaddam et al 1997; Moghaddam and Adams 1998; Jentsch and Roth
1999). En varios de estos modelos se puede observar que la administracion de
antipsicoticos revierte los déficits tanto en animal de experimentacién como en
humano. Esto sugiere que, a pesar de que las alteraciones en el modelo animal
sean tan dificiles de comparar con las alteraciones en humanos, existe una base,
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un mecanismo comun subyacente a ambos procesos que puede ser estudiado en el
animal (Celada et al 2007).

Estd propuesto que algunos de estos modelos presentan incluso la
capacidad de distinguir entre compuestos con un potencial efecto de antipsicético
atipico o clasico segin sean capaces de bloquear o no ciertas caracteristicas del
modelo. En resumen se puede decir que un buen modelo es aquel en el que, por
ejemplo, se observen cambios similares a los de la esquizofrenia en humanos vy
alteraciones “representativas” en animales y en ambos casos sea revertido por la
administracion de antipsicoticos. En todo caso, es importante remarcar que no toda
sustancia que revierta los déficits en el animal de experimentacién presenta efectos
antipsicoéticos al ser administrada en humanos.

Uno de los tipos de pruebas mas importantes y frecuentemente realizadas
para el estudio y validacién de estos modelos animales, son los estudios del
comportamiento. Con este objetivo se han desarrollado una serie de paradigmas de
conducta en animales para asi poder evaluar entre otras la working memory o la
PPI, ambas profundamente afectadas en pacientes de esquizofrenia. Otros rasgos
caracteristicos de la enfermedad humana como pueden ser el aislamiento social, la
dificultad para aprendizaje o el estado depresivo, pueden ser también estudiados
en ratas o ratones mediante estas pruebas. A continuacion comentamos algunos de
los paradigmas de conducta en animales mas comunes para estos estudios (Celada
et al 2007):

-Locomocién- es muy frecuente que los animales presenten una fuerte
hiperlocomocién en estos modelos, asi como movimientos involuntarios o
estereotipias (balanceo de la cabeza, caidas torpes, cuerpo aplastado, abduccién de
los cuartos traseros, etc.). Practicamente todos los antipsicéticos bloquean esta
hiperlocomocioén.

-PPI- la pre-pulse inhibition of the startle response (inhibicion prepulso de
la respuesta de sobresalto) estd basada en el hecho de que una débil senal
presentada antes del estimulo reduce o bloquea la amplitud de la respuesta de
sobresalto a dicho estimulo. Hay muchas evidencias de que la PPl de humanos y
roedores es homdloga y ésta se ha visto alterada en pacientes esquizofrénicos
(Geyer et al 2001).

-Aislamiento social- para estudiar las homologias con los sintomas
negativos, se utilizan dos test de aislamiento social: el provocado por
administracion de anfetamina (Ellenbroek 1991) y el provocado por Ila
administracién de fenciclidina (PCP) (Sams-Dodd 1996).

-Working memory- la principal caracteristica de los sintomas cognitivos en
humanos es el déficit en la memoria operativa o a corto plazo que presentan los
pacientes de esquizofrenia. Para valorarla en animales existen varias pruebas como
son el laberinto acudatico de Morris, el laberinto en T y el laberinto de brazos
radiales y 5-CSRTT (5-choice serial reaction time task) (Celada et al 2007).



Introduccion

1.3. HIPOTESIS DE LA ESQUIZOFRENIA

El estudio de estos modelos animales asi como los estudios post-mortem y
de neuroimagen, han aportado una serie de evidencias (genéticas, histoldgicas,
neuroquimicas, de la conducta, funcionales, etc.) que han llevado al desarrollo de
las diferentes hipdtesis sobre las causas de la esquizofrenia. Debido a esta intima
relacion entre modelo animal e hipdétesis de la enfermedad, es practicamente
imposible hablar de ambos conceptos de forma independiente. A continuacién se
detallan las principales hipotesis que existen en la actualidad y los modelos
animales en los que se basan las mismas.

1.3.1. Hipétesis del neurodesarrollo

Como se mencioné previamente, una de las teorias mdas aceptadas en la
actualidad considera que la esquizofrenia estaria causada por una base genética
poco conocida y/o dafios durante la gestacion. Esto alteraria la plasticidad cerebral
para reaccionar a los diferentes estimulos, generando conductas mal adaptadas
hasta que un estimulo de intensidad superior desencadenaria el cuadro psicético
(Lewis and Lieberman 2000).

Se han desarrollado modelos en animales basados en lesiones neuronales
en estadios perinatales, principalmente utilizando neurotoxinas siendo quizas el
mas caracterizado el de Barbara Lipska y Daniel Weinberger (Lipska and Weinberger
1993; Lipska and Weinberger 1995; Lipska et al 1995; Lipska and Weinberger
2000). En este modelo se realiza una lesién excitotéxica (administraciéon de acido
iboténico) en el drea CA1 y el subiculum ventral del hipocampo ventral en P7 (dia
post-natal 7). La importancia de esta regidon queda patente por estudios que
muestran cambios funcionales y estructurales en esta zona en pacientes de
esquizofrenia (Weinberger 1999). La CA1 y el subiculum ventral proyectan a la
corteza prefrontal (CPF) y al area tegmental ventral (VTA), origen de las vias
dopaminérgicas mesolimbica y mesocortical (Carr and Sesack 1996). Una lesién en
estas areas del hipocampo provoca una alteracion grave de los circuitos cortico-
limbicos, hecho que gqueda patente pues en edad adulta las ratas lesionadas
presentan alteraciones celulares y funcionales en la CPF y areas relacionadas
anatémicamente (Lipska et al 2002).

Estas ratas lesionadas, ya en estadios juveniles, muestran menos contactos
sociales que las ratas control. En edad adulta presentan un patron de
comportamiento social alterado, estereotipias, una respuesta incrementada al
estrés, a los antagonistas del receptor NMDA vy a los agonistas dopaminérgicos, asi
como déficits en la PPl y en la memoria operativa, comportamientos representativos
de la esquizofrenia en humanos (algunos de los cuales son normalizados en la rata
mediante la administracion de antipsicoticos) (Carr and Sesack 1996; Lipska 2004,
Celada et al 2007). La lesion transitoria en P7 mediante la administracién de
tetrodotoxina en el hipocampo ventral también produce esas alteraciones mientras
que cuando la toxina se administra en edad adulta no provoca esos sintomas
(Lipska et al 2002).
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Las conductas que presentan estas ratas estan relacionadas con un
incremento de la transmisién dopaminérgica en las vias mesolimbica vy
nigroestriatal, mostrando los adultos alteraciones moleculares y anatomicas estos
sistemas tales como niveles reducidos del RNA mensajero (mRNA) del
transportador de dopamina (DAT) en la sustancia nigray en la VTA y disminucién
de la proteina GAD67 (proteina caracteristica de neuronas GABAérgicas) en la CPF y
del receptor de dopamina D2 en el estriado (Lipska and Weinberger 2000;
O'Donnell et al 2002; Lipska et al 2003)

Otro modelo consiste en la administracidon de la endotoxina bacteriana del
lipopolisacarido (LPS) en ratas gestantes. La descendencia de las ratas tratadas, a
parte de una alteracién del sistema inmune, presenta déficits en la PPl que pueden
ser revertidos mediante la administracion con antipsicéticos (Borrell et al 2002).

Un modelo que en los ultimos tiempos ha ganado mas atencion es el de la
administracién de metilazoximetanol (MAM), un agente metilante del DNA, en ratas
gestantes en el dia 17 (GD17). Los descendientes de estas ratas, al llegar al estado
adulto, presentan alteraciones del comportamiento como déficits en la PPI,
incremento de sensibilidad a PCP y anfetamina y disrupciéon de la actividad ritmica
en el cértex prefrontal, alteraciones caracteristicas de un modelo de esquizofrenia
(Moore et al 2006; Goto and Grace 2006). Se ha postulado una hiperfuncion
dopaminérgica en estos animales como posible causa de los cambios descritos
(Lodge and Grace 2007). El hecho de que la inactivacidon del hipocampo revierta las
alteraciones de la conducta y la hiperdopaminérgia indica que un incorrecto
desarrollo del hipocampo ventral, que presentaria un incremento en su actividad
espontdnea en este modelo, conduciria a un estado de hiperexcitacion de las
neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) (Lodge and Grace 2007).
Estos resultados sugieren que la desregulacién de las vias dopaminérgicas descrita
en esquizofrenia y modelos animales podria estar relacionada con una
hiperactividad del hipocampo ventral (Lodge and Grace 2007).

1.3.2. Hipétesis genética

A pesar de que no se ha encontrado un gen especialmente ligado a la
esquizofrenia, numerosos estudios sugieren que existe un importante componente
genético en esta enfermedad (Cardno et al 1999; Tsuang et al 2001). Se ha
observado que el gen DISC1 (disrupted in schizophrenia T) tiene un papel central
en la produccion de nuevas neuronas durante el desarrollo cerebral y en la edad
adulta. Descubierto en una translocacién cromosémica en una familia escocesa con
alta incidencia de esquizofrenia, depresion y trastorno bipolar (Blackwood et al
2001), mutaciones en este gen dan lugar a un desarrollo neuronal aberrante
(Kamiya et al 2005) y su silenciamiento en progenitores neuronales disminuye la
proliferacion celular (Mao et al 2009). De la misma manera, en adultos, la
aplicacion de RNAs de interferencia del gen DISC1 en el giro dentado provoca una
disminucion de progenitores que se traduce en alteraciones del comportamiento
como hiperactividad, sugiriendo una vez mas su posible implicacién en las causas
de la esquizofrenia (Mao et al 2009). Otro gen cuya implicacién en la esquizofrenia
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se ha sugerido es el de la proteina DARPP32- una fosfoproteina regulada por
dopamina y AMP ciclico que regula la eficacia de la neurotransmisién
dopaminérgica (Fienberg et al 1998). Estudios post-mortem de pacientes de
esquizofrenia muestran una disminucion de esta proteina en la capa Il de la CPF
(Albert et al 2002).

A parte de los modelos de neurodesarrollo, han surgido los modelos de
animales modificados genéticamente. Potencialmente, genes que regulen la
expresion de receptores implicados en la esquizofrenia asi como de las muchas
proteinas implicadas en el funcionamiento de estos, pueden ser genes cuyo dafo
puede generar susceptibilidad a la enfermedad. Un ejemplo es el del gen de la
neuregulina 1 (NRGT, en el cromosoma 8) (Stefansson et al 2002; Petryshen et al
2005). Esta proteina regula la expresion de subunidades del receptor de glutamato
NMDA. Ratones mutantes heterocigotos para esta proteina muestran una mala
adaptacion al medio, alteraciones en la PPl e hiperlocomociéon (Stefansson et al
2002), sugiriendo que afectaciones en los receptores NMDA podrian estar
relacionadas con la esquizofrenia.

Otro modelo es el de los ratones que presentan una reduccién de
aproximadamente el 95% de la subunidad NR1 del receptor NMDA (Mohn et al
1999). Estos animales son hiperactivos, presentan estereotipias, graves
alteraciones en la interaccion social y sexual y déficits en la PPI, los cuales pueden
ser revertidos por clozapina.

También se ha considerado un posible papel en esta patologia por parte del
gen de la reelina. La reelina es una proteina clave para permitir a la neurona una
migracion correcta y la consecucion de una posicidén final en las estructuras en
laminas (Rice and Curran 2001). Se ha visto que hay una disminucién en los niveles
de RNA mensajero en los cerebros post-mortem de pacientes de esquizofrenia. El
ratbn mutante reeler, presenta una disminucion de reelina y de GADG67, un
incremento en el empaquetamiento neuronal y una disminucién en la densidad de
espinas dendriticas, asi como déficits en la PPl (Impagnatiello et al 1998; Guidotti
et al 2000).

1.3.3. Hipétesis dopaminérgica

Durante mucho tiempo esta ha sido la hipotesis mas aceptada sobre la
causa de la esquizofrenia, postulando la existencia de un exceso de actividad
dopaminérgica (Carlsson 1988). Varias observaciones muestran la importancia de
la dopamina en la sintomatologia psicética. Por un lado, drogas que incrementan la
neurotransmision dopaminérgica, como son los psicoestimulantes (por ejemplo
anfetaminas y cocaina), pueden causar una psicosis parecida a los sintomas
positivos de la esquizofrenia en individuos sanos y pueden exacerbar los sintomas
psicoticos en pacientes esquizofrénicos (Ellenbroek and Cools 1990), asi como
provocar alteraciones de la PPl en animales de experimentacion (Geyer et al 1999).
Estudios de neuroimagen sugieren que los enfermos de esquizofrenia presentan de
promedio una mayor liberacién estriatal de dopamina (DA) tras la administracion de
anfetamina, en comparacion con el grupo control (Laruelle et al 1996). En linea con
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esta observacidon, encontramos un reciente articulo que muestra una mayor
recaptacion de dopamina en el estriado de pacientes con alto riesgo de
esquizofrenia o en las primeras fases de la enfermedad (prédromo), mostrando asi
un incremento de la actividad dopaminérgica estriatal (Howes et al 2009). Por otro
lado, todos los farmacos antipsicéticos utilizados en la actualidad son antagonistas
del receptor de dopamina D2 (Seeman et al 1975) y la afinidad por estos receptores
estd altamente correlacionada con su efectividad clinica para tratar los sintomas
psicoticos (Seeman et al 1976; Creese et al 1996; Kapur and Mamo 2003). Los
farmacos antipsicoticos clasicos, de hecho, se caracterizan por su potente efecto
antagonista del receptor D2 (causante también de sus efectos secundarios, los
sintomas extrapiramidales o parkinsonianos). Tanto estos antipsicéticos clasicos
como los de segunda generacién, pese a tener un variado perfil farmacoldgico
presentan, todos, este antagonismo D2, sugiriendo se requiere un cierto bloqueo
de estos receptores dopaminérgicos para ejercer una potencial accién antipsicotica.

Un refinamiento posterior de la hipotesis dopaminérgica postula una
hiperactividad de la via mesolimbica que seria responsable de la sintomatologia
positiva y una hipofunciéon de la via mesocortical que provocaria los sintomas
negativos y déficits cognitivos al disminuir la transmisién dopaminérgica en la CPF
(Carlsson 1988; Davis et al 1991; Weinberger et al 1992; Abi-Dargham et al 2000).
Un bloqueo de los receptores D2 seria pues beneficioso para los sintomas
psicoticos pues se estaria contrarrestando el exceso de dopamina (Kapur 2004)
pero no mejoraria los sintomas negativos pues, como se ha mencionado, pueden
estar asociados a una disminucion de la transmision dopaminérgica.

Pese a todos estos indicios, en los ultimos tiempos el modelo de la
administracion de psicoestimulantes como la anfetamina esta utilizandose menos
debido a que reproduce los sintomas positivos pero en cambio apenas recrea los
sintomas negativos y cognitivos caracteristicos de la enfermedad. Estudios post-
mortem y de tomografia de emisién de positrones (PET) no han logrado demostrar
una excesiva activacion de los receptores D2 (Lewis and Lieberman 2000; Kapur
2004). En cambio, si se ha descrito un incremento en la densidad de receptores D1
corticales y su asociacidn con el déficit cognitivo de los pacientes (Abi-Dargham et
al 2002), aunque estos estudios no se han podido reproducir (Karlsson et al 2002).

Asi pues, es probable que un cambio, una alteracion Unica en la
neurotransmisién dopaminérgica no sea suficiente para generar la amplia y variada
sintomatologia esquizofrénica. Ademas, el hecho de que la clozapina, que exhibe
un relativamente débil antagonismo D2 y un mayor antagonismo 5-HT,a sea capaz
de reducir los sintomas negativos y cognitivos y sea igualmente efectiva para el
tratamiento de los sintomas positivos sugiere la implicacién de otros sistemas de
neurotransmision en la fisiopatologia de la esquizofrenia (Meltzer et al 1989a;
Meltzer 1999; Meltzer 2004).
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1.3.4. Hipétesis serotonérgica

Esta hipotesis estd basada en dos observaciones principales. En primer
lugar, la administracion de LSD (dietilamida del acido lisérgico), DOl y otros
compuestos agonistas del receptor de serotonina 5-HTa,2c provocan alucinaciones
(graves alteraciones de la percepcion y la cognicién) que se han comparado con los
sintomas psicoticos de la esquizofrenia (Bowers, Jr. and Freedman 1966;
Gouzoulis—-Mayfrank et al 1998a; Gouzoulis—Mayfrank et al 1998b). Pese a estas
caracteristicas comunes, existen diferencias entre los efectos de estos agonistas
serotonérgicos y los sintomas positivos: los efectos de estas drogas generan una
rapida tolerancia y las alucinaciones que causan son principalmente visuales
mientras que la esquizofrenia se caracteriza por las alucinaciones auditivas.

La accién de estos alucindgenos (LSD, DOI) depende de la activacion de
receptores 5-HTa,2c corticales (Glennon et al 1984; Aghajanian and Marek 1999a;
Nichols 2004; Beique et al 2007). Se ha descrito que la administracién sistémica de
DOl incrementa la frecuencia de descarga de las neuronas piramidales en la CPF asi
como de las serotonérgicas de los nlcleos del rafe y aumenta la neurotransmisién
glutamatérgica cortical a través de la activacién de los receptores 5-HTza
(Aghajanian and Marek 1999b). La administracion de DOI de forma local en la CPF
provoca un incremento de la actividad de las neuronas del rafe y del area tegmental
ventral (VTA) y consecuentemente, un aumento de la liberacién cortical tanto de
serotonina como de dopamina (Martin-Ruiz et al 2001; Bortolozzi et al 2005). Se
ha descrito ampliamente la gran interconectividad entre la corteza y los nucleos del
rafe y el proceso por el cual la excitacion de la corteza prefrontal provoca la
liberacion de 5-HT en la corteza consecuencia de la activacién de las neuronas de
estos nucleos aminérgicos (figura 3) (Aghajanian and Wang 1977; Thierry et al
1983; Sesack et al 1989; Jentsch and Roth 1999; Celada et al 2001) asi como el
proceso inverso, pues la estimulacién eléctrica del rafe provoca una liberacion de
serotonina en la corteza prefrontal, serotonina capaz de activar (via 5-HT;a) 0
inhibir (a través de los 5-HT;a) las neuronas piramidales en la CPFm de rata (Thierry
et al 1983; Sesack et al 1989; Hajos et al 2003; Puig et al 2003; Puig et al 2004;
Amargos-Bosch et al 2004; Puig et al 2005).

Figura 3 - Una subpoblacién
de neuronas piramidales de capa V

CPFm DR proyecta densamente al rafe dorsal
(Gabbott et al 2005) y ejerce un

3§°[> 5_HT) fuerte control sobre la excitacion de

Glu \° estas células, de forma que la
900 liberacion de serotonina en la CPFm

refleja la actividad de estas neuronas
piramidales (Celada et al 20071;
Amargos-Bosch et al 2007).
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En segundo lugar, la observacién de que los antipsicoticos atipicos sean
antagonistas del receptor 5-HT,a (Meltzer et al 1989a; Meltzer 2004), indica una
importante implicacion del sistema serotonérgico en la fisiopatologia de la
esquizofrenia y en su tratamiento. Se postula que gracias a este efecto de bloqueo
del receptor 5-HT:a los antipsicoticos atipicos son capaces de revertir los sintomas
de la esquizofrenia sin necesidad de bloquear un porcentaje tan alto de los
receptores domapinérgicos D2 como los antipsicéticos clasicos, de forma que
realizan su funcién terapéutica sin provocar los graves efectos secundarios de
estos ultimos (Meltzer et al 1999; Kapur et al 1999). De acuerdo con esto, estudios
preclinicos han mostrado que el antagonismo del receptor 5-HT,a y el agonismo 5-
HTia pueden disminuir los déficits cognitivos provocados por el antagonismo
NMDA (Carli et al 2006)

Posiblemente, este rol en el tratamiento de la esquizofrenia esté relacionado
con el importante papel que el receptor 5-HT,a juega en procesos de memoria
operativa (Williams et al 2002). Existe un mayor nimero de estos receptores en
areas del cerebro involucradas en cognicion y percepcion, y la corteza prefrontal es
particularmente rica en este tipo de receptor (Pompeiano et al 1994; Amargos-
Bosch et al 2004), donde lo encontramos expresado tanto en neuronas piramidales
como en interneuronas GABAérgicas (Santana et al 2004). A pesar de esto, la mayor
proporciéon en neuronas piramidales y el efecto global excitador del DOI sugieren
que su accion sobre los receptores 5-HT,a de neuronas piramidales de la corteza
prefrontal es predominante sobre su accidon en las interneuronas (Bortolozzi et al
2003). Un potente antagonismo del receptor 5-HT.a como el que presentan
algunos antipsicéticos atipicos estaria bloqueando la hiperactividad de las
neuronas piramidales corticales, restaurando asi unos niveles normales de
actividad. Ademas, estos farmacos de nueva generacidon poseen también afinidad
por otros receptores serotonérgicos, como son el 5-HT;a, 5-HT¢ y 5-HT; (Meltzer
1999; Millan 2000; Ichikawa et al 2001; Meltzer 2004; Roth et al 2004), reforzando
la idea de mecanismos diferentes del dopaminérgico para el tratamiento de la
esquizofrenia. De todas formas y pese a estas caracteristicas, se ha visto que el
antagonismo 5-HT,a por si solo no posee efecto antipsicético, sigue siendo
requerida una accién de bloqueo de los receptores de dopamina D2 para el efecto
terapéutico.

1.3.5. Hipétesis glutamatérgica

La hipdtesis glutamatérgica esta principalmente basada en los efectos de los
antagonistas no competitivos del receptor de glutamato NMDA: ketamina,
fenciclidina (PCP, polvo de angel) y MK-801 (dizocilpina). La administracién de
estos farmacos provoca la aparicion de sintomas esquizofrénicos en individuos
sanos y exacerba la sintomatologia en pacientes de esquizofrenia (Javitt and Zukin
1991; Krystal et al 1994; Malhotra et al 1996; Tamminga 1998; Newcomer et al
1999; Krystal et al 2003).

Estd descrito que la administracién de antagonistas NMDA provocan graves
alteraciones en la memoria operativa y otras funciones cognitivas como la PPI -

-12 -



Introduccion

déficits que pueden ser revertidos mediante la administracién de antipsicoticos
atipicos con mas efectividad que con los farmacos cldsicos (Abi-Saab et al 1998;
Olney et al 1999; Geyer et al 20071; Aultman and Moghaddam 2001; Tsai and Coyle
2002). En ratas, la administracion de ketamina, PCP y MK-801 causa
hiperlocomociéon y movimientos estereotipados como son ataxia, postura aplanada
del cuerpo, abduccién de las patas traseras, balanceo de la cabeza, caidas torpes,
etc. (Hertel et al 1995; Adams and Moghaddam 2001; Homayoun et al 2004), que
podrian ser representativos de la enfermedad en humanos (Moghaddam and Adams
1998; Mohn et al 1999; Jentsch and Roth 1999). A parte de este caracteristico
cuadro de comportamiento alterado, la administracion de estos farmacos provoca
unos importantes cambios neuroquimicos como es el incremento de la
concentracion extracelular de glutamato (Moghaddam et al 1997; Adams and
Moghaddam 2001; Lorrain et al 2003; Ceglia et al 2004; Calcagno et al 2006),
dopamina (Schmidt and Fadayel 1996; Adams and Moghaddam 1998; Mathe et al
1999; Adams and Moghaddam 2001) y serotonina (Martin et al 1998; Millan et al
1999; Adams and Moghaddam 2001; Calcagno et al 2006) en la CPFm de la rata. Al
igual que en el caso de la neuroquimica, los experimentos de electrofisiologia
muestran también un incremento de la actividad de las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal como consecuencia de la administracién sistémica de estos
farmacos (Suzuki et al 2002; Jackson et al 2004; Kargieman et al 2007; Kargieman
et al 2008) al mismo tiempo que se daban los cambios de la conducta citados. Este
aumento de la actividad también se ha reflejado en estudios de c-fos donde se
puede ver un fuerte incremento de su seial en la corteza y el tdlamo, siendo
posible revertir este aumento mediante la administracion de antipsicoticos
(Kargieman et al 2007; Kargieman et al 2008).

Una de las caracteristicas mas importantes y destacables de este modelo es
que es el Unico que no solo emula los sintomas positivos, sino que también
reproduce los sintomas negativos y cognitivos (Krystal et al 1994; Jardemark et al
2000; Krystal et al 2003). A diferencia de otros modelos farmacoldgicos como el de
la anfetamina, una sola exposicién a PCP o ketamina puede provocar un cuadro
psicotico y un déficit cognitivo en individuos sanos durante horas o incluso dias
(Krystal et al 1994; Jardemark et al 2000; Krystal et al 2003). Es, pues, el Unico
modelo que presenta un paralelismo clinico entre los sintomas en humanos y en
animales de experimentacién al reproducir de forma mas precisa (Javitt and Zukin
1991) los sintomas negativos (alteraciones del comportamiento social) y cognitivos
(alteraciones de la memoria operativa a las dosis que incrementan la actividad de
las neuronas de la PFC) (Jackson et al 2004). Curiosamente, los nifios son
relativamente resistentes a los efectos de los antagonistas NMDA, reflejando quizas
el hecho de que la esquizofrenia no se desarrolla hasta edades mas avanzadas
(Coyle 2006).

Todos estos datos plantean una importante paradoja pues, icdmo es
posible que al antagonizar un receptor activador como es el receptor NMDA
veamos un incremento de actividad y de la liberaciéon de neurotransmisores cuando
seria mas légico esperar una inhibicion?. Para responder esta cuestion, la hipétesis
mas aceptada actualmente es la hipétesis de la desinhibicién (Moghaddam et al

- 13 -



Javier Lopez Gil

1997; Krystal et al 2003; Homayoun and Moghaddam 2007b). Segun ésta, los
antagonistas NMDA harian su efecto sobre neuronas GABAérgicas tonicamente
activas que controlarian una conexion glutamatérgica, excitadora. Al bloquear los
receptores NMDA de estas neuronas estariamos anulando su actividad v,
consecuentemente, desinhibiendo la neurotransmision glutamatérgica que llevaria
al exceso de actividad y de neurotransmisién serotonérgica y dopaminérgica
observados en la corteza prefrontal (figura 4).

] AMPA/KAINATO
Il N\MDA

Antagonistas NMDA
Corteza
Prefrontal

‘ !

Glutamato

Glutamato

Figura 4 - Esquema de la hipotesis del antagonismo NMDA como causante
de los diferentes cambios neuroquimicos observados en la esquizofrenia. Estos
farmacos bloquearian la actividad de neuronas GABAérgicas tOnicamente activas,
provocando una desinhibicién y consecuentemente una hiperactivacién de la
corteza prefrontal.

Actualmente, se desconoce en qué area o areas del cerebro estdn estas
neuronas GABAérgicas afectadas por los antagonistas NMDA. A diferencia de todos
los efectos observados con la administracion sistémica, cuando estos farmacos se
perfunden de forma local en la corteza prefrontal, no provocan ninglin cambio en
la actividad de las neuronas piramidales ni en la conducta del animal (Suzuki et al
2002; Jodo et al 2005), sugiriendo que realizan su efecto en algun area externa a la
corteza prefrontal como puede ser el hipocampo, talamo, etc. En contradiccién con
estos datos que sugieren una falta de efecto local de los antagonistas NMDA en la
corteza prefrontal, datos recientes cuestionan esta afirmacién. Un estudio del
grupo de Bita Moghaddam (Homayoun and Moghaddam 2007b) muestra una
inhibicion de la actividad de las neuronas GABAérgicas de la CPFm que precede a
una activacion de las neuronas piramidales corticales tras la administracion
sistémica de MK-801. Estos resultados sugieren un efecto local en la corteza de los
antagonistas NMDA, un bloqueo de las interneuronas GABAérgicas seguido de una
desinhibicién de las neuronas piramidales.

Coincidiendo con estos datos, encontramos estudios que muestran una
disminuciéon del marcaje de parvalbimina (PV) en las neuronas GABAérgicas de la
CPFm con la administracién prolongada de antagonistas NMDA (Cochran et al
2003). El hecho de que no haya pérdida del niumero de células, se ha relacionado
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con una afectaciéon en la funcionalidad de estas neuronas (Cochran et al 2003).
Estas observaciones, junto con el hecho de que los receptores NMDA de estas
neuronas son mas sensibles al antagonismo NMDA (Grunze et al 1996; Li et al
2002; Coyle 2006), apoyan la citada hip6tesis: los antagonistas NMDA bloquearian
la actividad de las neuronas GABAérgicas de la corteza prefrontal, provocando asi
una desinhibicién, una hiperexcitacién de las neuronas piramidales de la misma
que podria conducir a las alteraciones en la neurotransmision cortical previamente
comentadas. En la corteza prefrontal, las neuronas GABAérgicas que contienen PV
son las neuronas en cesto o basket cells y las neuronas en candelabro o chandelier.
Ambos tipos neuronales son responsables del control de la actividad general de los
circuitos de la CPF debido, entre otras cosas, a la gran cantidad de contactos
sindpticos que presentan. Estas neuronas juegan un importante papel en la
generacién de oscilaciones corticales, las cuales se encuentran alteradas en
esquizofrenia (Cho et al 2006; Gonzdalez-Burgos and Lewis 2008). Se ha propuesto
que en la corteza prefrontal los receptores NMDA regulan preferentemente la
actividad de las interneuronas GABAérgicas. En estas neuronas PV-positivas, los
receptores NMDA serian los principales responsables del nivel de excitacidon de la
neurona, estando ténicamente activos y actuando como un “sensor” de la actividad
de los circuitos corticales mientras que en las neuronas piramidales estarian mas
relacionados con funciones de plasticidad sinaptica (Olney et al 1999; Lisman et al
2008). Los previamente comentados datos de electrofisiologia refuerzan esta
hipétesis al sugerir que los receptores NMDA regulan ténica y preferencialmente la
actividad de las interneuronas GABAérgicas mientras que la actividad basal de las
neuronas piramidales no estaria directamente controlada por los receptores NMDA
si bien seria susceptible de desinhibicion (Grunze et al 1996; Li et al 2002;
Homayoun and Moghaddam 2007b; Lisman et al 2008).

Asi pues, la administracion de ketamina, PCP o MK-801 bloquearia los
receptores NMDA de estas neuronas GABAérgicas corticales PV-positivas,
reduciendo asi su actividad. Esto produciria una desinhibicion de la neurona
piramidal y, consecuentemente, una hiperexcitacion de los circuitos corticales,
induciendo asi las alteraciones en la neurotransmisién previamente descritas.
Ademas, con el sensor bloqueado por el antagonista NMDA, |la neurona GABAérgica
no seria capaz de responder a este exceso de actividad de la red cortical y restaurar
asi una funcién cognitiva y perceptual normal (Lisman et al 2008). Esta es, de
hecho, la hipétesis en la que se centra la presente tesis doctoral.

2. LA CORTEZA PREFRONTAL

La corteza prefrontal es la parte mas rostral del |6bulo frontal, constituido
también por la corteza motora y premotora. Mientras que éstas dos ultimas
participan en la generacién de movimientos, la corteza prefrontal esta implicada en
procesos cognitivos y motivacionales/emocionales (Fuster 2001) (figura 5).

La fisiologia del cortex cerebral estd estructurada de manera jerarquica. En
el primer nivel, las dreas sensoriales y motoras reciben las entradas sensoriales y
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ejecutan funciones motoras especificas. Areas mas complejas y evolucionadas
como las cortezas de asociacion reciben la informacién de las areas sensoriales y
motoras primarias y realizan funciones mas integradoras. La corteza prefrontal
representa el maximo nivel de esta jerarquia, realizando la representacion,
planificacion y ejecucién de las acciones y, en consecuencia, no presenta
conexiones con cortezas sensoriales o motoras primarias pero si con cortezas
asociativas (Fuster 2001).

La corteza prefrontal es una regién clave en la fisiopatologia de la
esquizofrenia pues juega un papel primordial en un gran numero de funciones
superiores como son la cognicion, el control de la conducta y las emociones, la
adaptacion al medio, etc. (Fuster 1997), funciones que se ha descrito que estan
alteradas en pacientes esquizofrénicos (Lewis and Lieberman 2000). Se ha
observado un metabolismo energético reducido en pacientes de esquizofrenia
(sobretodo con respecto a la sintomatologia negativa) o depresion (Andreasen et al
1997; Drevets 2000; Drevets 2001; Potkin et al 2002) asi como déficits de la
memoria operativa o a corto plazo, que es el proceso operativo caracteristico de la
corteza prefrontal. Los pacientes esquizofrénicos presentan una hipofrontalidad
(activacion insuficiente de la corteza prefrontal durante la realizacion de tareas que
requieren el uso de la memoria a corto plazo) que se correlaciona con la presencia
y gravedad de los sintomas negativos y los déficits cognitivos (Andreasen et al
1992; Tamminga et al 1992; Weinberger and Gallhofer 1997). Mas aln, se ha visto
que los niveles de N-acetilaspartato (NAA), marcador de integridad neuronal, estan
disminuidos en la CPF, el hipocampo y el |6bulo temporal (Tsai and Coyle 1995), y
en el modelo animal de los antagonistas NMDA esta disminuido el marcaje de PV en
las neuronas GABAérgicas de la CPF, alteracién que se revierte con la
administraciéon de antipsicéticos atipicos (Cochran et al 2003). Asi pues, estas
alteraciones en la corteza prefrontal y sus funciones en pacientes de esquizofrenia,
sugieren la importante implicacidon de esta regidn del cértex en esta enfermedad.

La corteza prefrontal puede dividirse en tres dreas principales: orbital,
medial y lateral. Las regiones orbital y medial participan en el comportamiento
emocional mientras que la regién lateral, que llega a su desarrollo maximo en
humanos, realiza funciones cognitivas como es la organizacion temporal de la
conducta, el habla y el razonamiento (Fuster 2001). Hablando de funciones tan
complejas no podemos limitarlas a tan soélo una zona determinada, sino que
necesitan de la participacion de otras regiones del cerebro. Asi pues, las funciones
de la corteza prefrontal no dependen tanto de su estructura topografica, sino de las
conexiones que presenta con otras areas tanto corticales como subcorticales.
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Funciones Funciones
motoras motoras
Area de Broca Area sensorial

Area de asociacién
somatosensorial

Funciones Area auditiva

mentales
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'Area de Wernicke
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Figura 5 - Representacion del cértex humano y las principales funciones de
las areas mas representativas. Modificado de Les Laboratoires Servier - all rights
reserved. Copyright © 2006.

En primates, la CPF comprende las areas 8-13, 24, 32, 46 y 47 del mapa
citoarquitecténico de Brodmann (1909). Filogenéticamente, es una de las ultimas
cortezas que aparecen en la evolucion y es en humanos donde alcanza su maximo
tamano siendo el drea mas extensa del hemisferio cerebral, representando un 30%
aproximadamente del neocértex (Uylings and van Eden 1990; Fuster 2001). En
humanos la corteza prefrontal tiene un desarrollo tardio y no alcanza su madurez
(entendida ésta como la sinaptogénesis y mielinizacion de la regién) hasta la
adolescencia (Uylings and van Eden 1990; Paus et al 1999; Sowell et al 1999; Fuster
2001). Este hecho coincide en el tiempo con la aparicion de las funciones
cognitivas superiores como son el lenguaje proposicional, el razonamiento y las
funciones ejecutivas, remarcando el papel crucial de la CPF en estas conductas
complejas.

Clasicamente se ha definido la corteza prefrontal como el area que recibe
conexiones del nicleo mediodorsal del talamo, criterio que ha servido para
identificar la CPF en diversas especies (Fuster 1997). Junto con ésta, la corteza
prefrontal presenta conexiones con un gran numero de estructuras corticales y
subcorticales. La CPFm proyecta mayoritariamente al talamo, a los nucleos
aminérgicos del mesencéfalo (nucleo del rafe, locus coeruleus, area tegmental
ventral), al hipotdlamo lateral, al sistema limbico (amigdala e, indirectamente, al
hipocampo), a los ganglios basales (caudado-putamen, nucleo accumbens) y a la
habénula lateral (Groenewegen et al 1997; Groenewegen and Uylings 2000). Gran
parte de estas conexiones son reciprocas. La CPF recibe aferencias de los nucleos
aminérgicos, del tdlamo, del sistema limbico y del hipotdlamo. Tanto la amigdala
como el hipotdlamo proyectan a las partes medial y ventral de la CPF (Ray and Price
1993). Por su parte, las aferencias del hipocampo Illegan, sea directa o
indirectamente, a practicamente todas las regiones de la corteza prefrontal (Barbas
and Blatt 1995)
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Las conexiones del tallo cerebral, diencéfalo y sistema limbico aportan a la
CPF informacion relacionada con el estado interno del animal, su motivacion, la
parte mas visceral de la cognicion. A su vez, la amigdala y el hipotalamo,
proyectando a la corteza prefrontal ventral y medial, complementan esta
informacién con el significado emocional de los diferentes estimulos sensoriales
recibidos (LeDoux 1993). Practicamente todas las regiones de la corteza prefrontal
reciben conexion, ya sea directa o indirecta del hipocampo, que aportaria la
informacion referida al contexto espacial de la accion (Floresco et al 1999).

A su vez, las regiones medial, orbital y lateral, estan interconectadas entre
ellas. Una importante parte de la conexidn cortico-cortical es interhemisférica y
ésta es practicamente toda reciproca y organizada topograficamente (Yeterian and
Pandya 1985; Cavada and Goldman-Rakic 1989a; Cavada and Goldman-Rakic
1989b).

Figura 6 - Esquema de una seccién coronal de rata (+3.2 mm. anterior a
Bregma, atlas de Paxinos y Watson 1998). AID y AIV- corteza insular agranular
dorsal y ventral. VO y LO- corteza orbital ventral y lateral. Cgl1- corteza cingulada.
PL e IL- corteza prelimbica e infralimbica. M1 y M2- corteza motora 1 y 2.

Respecto a la rata, la corteza prefrontal se puede dividir en tres regiones
principales: la lateral (area insular agranular dorsal (AID) y ventral (AlV), la orbital
(ventral al cuerpo calloso) y la medial (figura 6). En este trabajo hemos estudiado
principalmente esta ultima, la CPF medial, la cual se divide en 3 zonas, de dorsal a
ventral: cingulada superior (Cgl), prelimbica (PL) e infralimbica (IL). Debemos
remarcar que pese a estos parecidos estructurales, no podemos usar estos criterios
para comparar regiones de especies tan separadas como rata y humano sino que,
una vez mas, es la gran conectividad de estas areas con otras estructuras lo que
define su funcidon (Fuster 2001). Asi pues, la region prelimbica estaria mas
implicada en funciones limbicas y cognitivas mientras que la zona infralimiba
regularia funciones viscerales y autbnomas.
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2.1. FUNCIONES

El proceso fundamental en el que se basa la operatividad de la corteza
prefrontal es la memoria operativa o working memory. Este término se aplica al
tipo de memoria que es activa y relevante solo durante un corto periodo de tiempo,
normalmente en la escala de segundos (Goldman-Rakic 1995). Es el proceso por el
cual se “recuperan” conocimientos previamente adquiridos y se utilizan
correctamente, la habilidad para mantener eventos y conceptos en mente por
cortos periodos de tiempo. Experimentos realizados en monos muestran que
neuronas piramidales de la CPF, concretamente del area dorsolateral, se mantienen
activas en ausencia de estimulos, durante los periodos de tiempo en que el animal
debe recordar un estimulo previo, mientras que en areas sensoriales o motoras, las
neuronas sélo muestran actividad durante la presentacion del estimulo o durante la
accién motora (Goldman-Rakic 1996).

VTA

Amplificacién
de la senal

Medio Dorsal

Importancia
del estimulo CPFm‘—> . Accumbens |—» Hlldo ventral

Planificacion de la accion Respuesta motora

vHPC (CA1, Sub

Informacion
espacial/contextual

Figura 7 - Esquema de los
diferentes circuitos involucrados

Amigdala en la memoria operativa junto

con su posible funcién, segun

Informacion
(Floresco et al 1999)

emocional

El conocimiento que tenemos de las complejas funciones de integracién de
la corteza prefrontal se ha desarrollado a partir de numerosos estudios
neuropsicolégicos en humanos asi como de lesiones que han permitido estudiar los
procesos afectados en cada caso, de forma que es posible vincular funciones a
regiones de la CPF (Fuster 2001). Asi pues, se ha visto que lesiones de la corteza
prefrontal orbital producen grandes cambios de personalidad (impulsividad,
irritabilidad, desinhibicién, conducta de alto riesgo, etc.). Quizas el caso mas
famoso es el de Phineas Cage, obrero del ferrocarril que perdié gran parte de su
corteza prefrontal en un accidente laboral, volviéndose irritable e impulsivo a raiz
de esa lesion (Fuster 1997). Esto muestra su papel en la conducta emocional y su
modulaciéon para un correcto funcionamiento social. En cambio, las lesiones de la
CPF medial han mostrado su importancia en procesos de atencién y concentracién.
Los danos en esta regidn provocan dificultad para iniciar movimientos y habla, asi
como también apatia, desinterés e incapacidad de concentrarse (Cummings 1993).
Por su parte, las lesiones del cértex prefrontal lateral provocan incapacidad para
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formular y ejecutar planes, representacién y construccion de frases y realizacién de
secuencias de acciones en el tiempo, sugiriendo la importancia de esta area en la
organizacién temporal de la conducta (Fuster 2001).

2.2. CITOARQUITECTURA

En primates, la corteza prefrontal, asi como otras regiones corticales de
asociacion, esta formada por seis capas que se pueden diferenciar segin su grosor,
empaquetamiento y tipos celulares presentes. En la CPFm de rata, estas capas se
sitan en la regién medial del cerebro, siendo las capas mas superficiales las mas
proximas a esta linea media y con las capas mas profundas mas laterales. En ratas
no existe la capa IV granular (Groenewegen and Uylings 2000) y, debido al
empaquetamiento, se distinguen sélo 4 capas: I, lI/1ll, Vy VI (Swansson 1998).

En la corteza distinguimos dos tipos principales de células: las neuronas
piramidales y las interneuronas GABAérgicas.

Las neuronas piramidales son la poblacién mayoritaria en la corteza,
representando un 75-80 % del total y son glutamatérgicas, es decir, excitadoras.
Estan formadas por un cuerpo o soma de unas 25-50 ym de didmetro. Estos somas
se encuentran distribuidos en las capas Il/Ill (piramides pequefas), en la capa V
(piramides grandes) y en la capa VI, mientras que no hay en la capa | (McCormick et
al 1985). Del cuerpo celular surgen por lo general una o dos dendritas apicales
orientadas perpendicularmente a la linea media y que proyecta a capas
superficiales (como a capa I). Presentan también un conjunto de dendritas basales
mas cortas, dispuestas de forma radial alrededor del cuerpo celular. En ambos
tipos de dendritas se pueden observar protuberancias: las espinas dendriticas,
donde se realiza el contacto de la gran mayoria de las entradas sindpticas
excitadoras a estas células (DeFelipe 2002). Ademas, se ha observado una
importante disminucidon de estas espinas en las dendritas de neuronas piramidales
de capa lll de pacientes de esquizofrenia (figura 8). Estas células integran todas las
entradas que reciben, excitadoras e inhibidoras y, dependiendo del nimero e
intensidad de estas, modificara su nivel de actividad. Existe una gran especificidad
laminar de las proyecciones de la CPF, de forma que las neuronas piramidales de
las capas lI/Ill suelen proyectar a otras areas de la corteza mientras que las de capa
V proyectan a la mayoria de estructuras subcorticales como el tdlamo, aunque
también a otras zonas corticales.

-20 -



Introduccion

Figura 8 - Tincién de Golgi de
dendritas basilares y espinas de
neuronas profundas de capa Il de
corteza prefrontal de un sujeto control
(arriba) con dos pacientes de
esquizofrenia (abajo) donde se puede
observar la marcada disminuciéon de
espinas dendriticas que se da en esta
enfermedad (Glantz and Lewis 2000).

El otro tipo celular presente en la corteza, las neuronas GABAérgicas (figura
9), representan el 15-30% de la poblacién cortical y proporcionan el control local
inhibitorio (Somogyi et al 1998; DeFelipe 2002). Las neuronas GABAérgicas de la
corteza no son de proyeccion, es decir, son interneuronas que realizan sus
contactos sinapticos dentro de la corteza, no con otras estructuras. A diferencia de
las neuronas piramidales, su morfologia es muy variada y de hecho se las puede
clasificar por la forma de su soma y por el tipo de arbol axonal. De esta forma,
distinguimos las interneuronas en cesto o basket cells, en candelabro o chandelier,
en dos pomos o double bouqguet, bipolares, Martinotti y las de forma neuroglial.
Segun la forma de su arbol axonal, se pueden dividir en interneuronas de grupo | o
local, de grupo Il u horizontal o de grupo Ill o vertical (DeFelipe 2002). Otra
clasificacion habitual de las interneuronas corticales es segln el tipo de proteina de
unién a calcio que expresen: calbindina (CB), calretinina (CR) o parvalbumina (PV),
siendo las double bouquet las que expresan mayormente CB y junto con las
bipolares, CR; mientras que son las neuronas en cesto y en candelabro las que
presentan marcaje de PV (Benes and Berretta 2001) (figura 9). Las neuronas en
cesto son las Unicas interneuronas corticales que reciben entradas directas desde el
talamo (Benes and Berretta 2001). Junto con las neuronas en candelabro, se
caracterizan por ser neuronas de disparo rapido, las cuales presentan ademas
conexiones entre ellas, tanto quimicas como eléctricas (Benes and Berretta 2001).
Estos tipos neuronales juegan un rol de gran importancia pues inervan densamente
el soma y el principio del cono axénico de la neurona piramidal, ejerciendo asi un
fuerte control inhibitorio al contactar con la regién donde se genera el potencial de
accién. Se ha descrito también su papel clave en la generacion de oscilaciones
corticales (Gonzalez-Burgos and Lewis 2008). Ademds, cada una de estas
interneuronas PV positivas presenta contactos con una gran cantidad de neuronas
piramidales, de forma que una Unica célula puede llegar a tener mas de 200
sinapsis con neuronas piramidales (Cobb et al 1995), dando lugar a vastas redes de
conexiones.
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Figura 9 - esquema de los
diferentes tipos de interneurona
GABAérgica que podemos encontrar en
la corteza prefrontal. Estas se pueden
diferenciar por la proteina de unién a
calcio que expresan (parvalbimina o
calretinina), por el neuropéptido
(somatostatina) o segun su morfologia.
Las neuronas en candelabro (Ch) o en
cesto (Bc) contactan con el segmento
inicial del axén o con el cuerpo celular,
respectivamente, de las neuronas
piramidales, ejerciendo un fuerte

qu ' control inhibitorio. En cambio, las
double bouguet (Db), las

Ng M neurogliaformes (Ng) y Martinotti (M)

@ yranidal neuron forman sinapsis con las dendritas

© Calretinin (CR) neurons apicales, mas alejadas del soma. Por

© Parvalbumin (PV) neurons ultimo, las Cajal-Retzius (CR) contactan

© Somatostatin (SST) neurons

© Gihor GABA flecrons tanto las dendritas distales de las

neuronas piramidales como otras
células GABAérgicas (G). Extraido de
(Lewis et al 2005; Lewis and Gonzalez-
Burgos 2008).

En efecto, el funcionamiento de la corteza estd basado en estos
microcircuitos o redes neuronales formados por neuronas piramidales e
interneuronas GABAérgicas. La salida principal del circuito es el axéon de la neurona
piramidal, que, como hemos dicho, esta fuertemente controlado por las conexiones
GABAérgicas. Ademas, estas conexiones pueden ser tanto intralaminares como
interlaminares o columnares (Somogyi et al 1998; DeFelipe 2002). En estas redes,
una de las principales funciones de las interneuronas es la regulacién homeostatica
de la actividad piramidal, supuestamente utilizando los receptores NMDA como
sensor para ejercer este control negativo (Lisman et al 2008). De hecho, esta
descrito que el nimero de receptores NMDA en neuronas GABAérgicas parece ser
de gran importancia para la estabilidad de la red neuronal en procesos de memoria
operativa (Woo et al 2008). En la corteza prefrontal de pacientes esquizofrénicos se
pueden encontrar alteraciones, tanto morfolégicas como neuroquimicas, de estos
circuitos corticales como por ejemplo una disminucién del tamafio del soma de
neuronas piramidales, un decremento del nimero de espinas dendriticas, una
reduccion de los niveles de GAD 67 y del marcaje de PV en las interneuronas
GABAérgicas, etc. (Andreasen et al 1992; Tamminga et al 1992; Lewis and
Lieberman 2000). Esta alteracién en la expresién de PV también se puede observar
en el modelo de esquizofrenia de los antagonistas NMDA, donde una
administracién prolongada de PCP provoca una disminucién de parvalbimina
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cortical sin cambio en el nimero de neuronas, alteracién que puede ser revertida
por la administracion de antipsicoticos atipicos pero no por los farmacos clasicos
(Cochran et al 2003). La disminucién descrita de la expresidon de parvalbimina
reflejaria una menor actividad (o en todo caso, una disrupciéon en su funcién) de la
neurona GABAérgica como consecuencia del bloqueo NMDA. Esto coincide con la
observacion de que este tipo de neuronas presenta una mayor sensibilidad a los
efectos de los antagonistas NMDA (Grunze et al 1996; Li et al 2002). Asi pues,
estos datos sugieren la existencia de una disfuncién de las neuronas GABAérgicas
de CPFm en la esquizofrenia, pudiendo ser una alteracién clave en la fisiopatologia
de la enfermedad.

2.3. CONECTIVIDAD

Como se ha mencionado previamente, la corteza prefrontal es el cértex
asociativo de mayor nivel, procesando funciones que estan intimamente ligadas a
su vasta conectividad con otras estructuras, tanto corticales como subcorticales, de
forma que son estas aferencias y eferencias las que definen las diferentes
funciones de la CPF.

A continuacién, analizaremos mas en detalle varias de estas regiones, los
nicleos que actualmente gozan de mayor interés en el estudio de la fisiopatologia
de la esquizofrenia. Comentaremos pues la interaccion de la corteza con los
nicleos del rafe y de la VTA (por las graves alteraciones serotonérgicas y
dopaminérgicas observadas) asi como las principales entradas excitatorias
subcorticales a la CPF: nuicleo mediodorsal (MD) del talamo e hipocampo. Segun la
hipétesis de que los antagonistas NMDA realizarian un bloqueo de neuronas
GABAérgicas ténicamente activas provocando la consecuente desinhibicion de
circuitos glutamatérgicos, es importante comentar como se ejerce la regulacién
inhibitoria de estas estructuras subcorticales. En el caso del hipocampo, el control
inhibitorio es realizado por interneuronas GABAérgicas. Sin embargo, en el caso del
nicleo medio dorsal el control se realiza principalmente por el nicleo reticular del
talamo, la sustancia nigra pars reticulata y por el palido ventral pues esta descrito
que el tdlamo de rata no contiene interneuronas (Bentivoglio et al 1991; Benson et
al 1992).

Por Gltimo, estudiaremos la importancia de la conexién cortico-cortical. Esta
descrito que el cuerpo calloso, el haz de fibras que conecta las cortezas de ambos
hemisferios, presenta alteraciones del desarrollo en pacientes esquizofrénicos vy
con desorden bipolar (Carr and Sesack 1998; Gogtay et al 2008; Aydin et al 2008).

2.3.1. Talamo

La CPF y el tdlamo presentan unas fuertes conexiones reciprocas, el talamo
es uha importante fuente de aferencias excitatorias a la corteza (vias talamo-
corticales) y a su vez la CPF modula este flujo de informacién mediante las vias
cortico-talamicas (Groenewegen and Uylings 2000). La proyeccién del nucleo
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medio dorsal (MD) a la CPF estd topograficamente organizada y dada su
especificidad, ha servido como criterio para identificar la CPF en gran cantidad de
especies (Fuster 2001). Posteriormente se ha demostrado que el MD también
proyecta a las dreas corticales premotora y motora primaria (Groenewegen and
Uylings 2000), aunque podemos seguir considerando que la CPF es la parte que
presenta unas conexiones reciprocas mas fuertes con este nucleo talamico. Por su
parte, en rata, el nldcleo MD proyecta principalmente a las zonas prelimbica e
infralimbica de la CPFm, siendo la regién prelimbica la que recibe la mayoria de las
aferencias talamicas provenientes del segmento medial del nicleo MD (Conde et al
1990).

La CPFm proyecta fuertemente al talamo, las conexiones cortico-talamicas
hacia el nticleo MD proceden de las neuronas de la capas VI de la corteza prefrontal
(Groenewegen et al 1997; Groenewegen and Uylings 2000). A parte de proyectar al
nicleo MD, la CPFm (la region PL) contacta con otros nucleos taldmicos como son el
paraventricular y el nticleo reuniens (Vertes 2004; Vertes et al 2007).

Existen varias evidencias que implican al tdlamo en la fisiopatologia de la
esquizofrenia. Estudios de marcaje de c-fos (marcador de actividad, sefiala
neuronas cuya actividad se ha incrementado) muestran un incremento de la sefal
de c-fos en el talamo de la rata tras la administracién de antagonistas NMDA
(Kargieman et al 2007; Kargieman et al 2008). Se ha observado también una
desregulacion de las oscilaciones electrofisioldgicas caracteristicas de las
conexiones cortico-talamicas como consecuencia de estos farmacos (Kargieman et
al 2007; Kargieman et al 2008). El hecho de que el tdlamo sea un nicleo de
“distribucién” de informacién tanto visceral como sensorial a la corteza puede estar
relacionado con que un mal funcionamiento de este nucleo lleve a informaciones
sensoriales incorrectas (alucinaciones).

Uno de los nucleos que controlan la actividad del tdlamo es el nicleo
reticular (Zikopoulos and Barbas 2006), compuesto por neuronas GABAérgicas vy
dispuesto en forma de “capa” que recubre todo el tdlamo, ejerciendo un importante
control inhibitorio. Este nilicleo actia como un filtro de toda la informacién que
llega y sale del talamo (Pinault and Deschenes 1998). Las proyecciones talamo-
corticales y cortico-taldmicas envian conexiones recurrentes a las neuronas
GABAérgicas del nucleo reticular el cual, a su vez, proyecta de forma topografica a
los diferentes nucleos talamicos (Pinault and Deschenes 1998). En concreto, el
cértex prefrontal proyecta sobretodo a la zona anterior del nlcleo reticular, que a
su vez controla los nucleos taldmicos medio dorsal, ventral anterior y anterior
medial (Zikopoulos and Barbas 2006)). Una hipodtesis de la esquizofrenia postula
que el nudcleo reticular estaria afectado, siendo incapaz de realizar su funcion
inhibitoria y consecuentemente llevando a una sobreexcitacion del talamo. En su
funcionamiento normal, el nudcleo reticular ejerce un filtro sobre la informacién
sensorial que recibe el tdlamo, silenciando el ruido (actividad espontanea de las
neuronas taldmicas) y permitiendo una llegada mas clara de la sefial sensorial asi
como facilitando la sincronizacién de las oscilaciones taldmicas (Behrendt 2006).
Un funcionamiento alterado de este filtro provocaria una interpretacion errénea de
las sefales viscerales y sensoriales asi como un incremento del ruido, lo cual podria
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ser la causa de las alucinaciones en la esquizofrenia (Behrendt 2006). Se sabe que
este nucleo tiene un rol fundamental en las oscilaciones entre talamo y corteza, las
cuales se encuentran alteradas tras la administracién de antagonistas NMDA. Por
otro lado, estudios de c-fos muestran que no hay un incremento en el marcaje en
este nucleo, en linea con la idea de que sus neuronas inhibitorias estarian
bloqueadas por los antagonistas NMDA (Kargieman et al 2007).

Otros nucleos inhibitorios que controlan el tdlamo son la sustancia nigra
pars reticulata (SNR) y el palido ventral. Ambos estdn compuestos por neuronas
GABAérgicas y presentan conexiones al nucleo MD del tdlamo a la vez que, ambos
también, reciben entradas de la CPFm. La SNR esta clasicamente relacionada con
los circuitos motores de los ganglios de la base, siendo la salida final hacia el
talamo. Por su parte, el palido ventral estd fuertemente regulado por el nucleo
accumbens y esta involucrado en la modulacién de la actividad de las neuronas
dopaminérgicas de la VTA.

2.3.2. Hipocampo

Esta extensa area del cerebro clasicamente se ha relacionado con los
procesos de aprendizaje y memoria a largo plazo, aunque también se le atribuye
un importante rol en el procesado de la informacién espacial y contextual. A nivel
funcional, es caracteristico de esta estructura los procesos de potenciacién a largo
plazo (LTP) por los cuales, la activacion intensa de una conexién neuronal llevaria a
cambios plasticos en las neuronas que la forman de manera que esa sinapsis
reaccionara de forma mas potente a ese estimulo concreto.

El hipocampo proyecta a corteza prefrontal, sobretodo a areas prelimbica e
infralimbica, constituyendo una de las mayores entradas glutamatérgicas
(excitatorias) a la corteza. En el caso del hipocampo el control inhibitorio lo ejercen
interneuronas GABAérgicas. Una importante particularidad de esta estructura es
que, pese a que el hipocampo proyecta directamente a la corteza prefrontal, no
existe una conexién directa de la CPFm al hipocampo (Beckstead 1979; Room et al
1985; Sesack et al 1989; Hurley et al 1991; Vertes 2002). El control de la CPF sobre
el hipocampo se realiza de forma indirecta a través de dos estructuras: la corteza
entorhinal y el nucleo reuniens del tdlamo (Vertes et al 2006; Vertes et al 2007).
Estas dos estructuras presentan conexiones reciprocas, tanto con la corteza
prefrontal como con el hipocampo. La corteza entorhinal representa una de las
principales entradas de informacién al hipocampo. Por otro lado, se ha observado
que la estimulaciéon del nucleo reuniens provoca una fuerte excitacion en el area
CA1 (cuerno de Amoédn) del hipocampo comparable con la que provoca una
estimulacién directa del area CA3 (Vertes et al 2007). Este nucleo recibe proyeccion
de las zonas prelimbica e infralimbica de CPFm de rata y mediante estudios de
trazado se ha observado la convergencia de estas fibras marcadas
anterogradamente desde la CPFm y fibras marcadas retrégradamente desde el
hipocampo (Vertes et al 2007), de forma que la CPFm excita las neuronas de este
nucleo, las cuales a su vez proyectan a la CAl y subiculum (evitando las otras
regiones del hipocampo) (Vertes et al 2006; Vertes et al 2007).
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Existen varias evidencias que sugieren alteraciones del hipocampo en la
esquizofrenia. Se ha observado una reduccién del volumen hipocampal en el
prédromo y en el primer episodio de individuos esquizofrénicos, lo cual ademas
sugiere que esta afectacion no es secundaria a la enfermedad o al tratamiento
(Harrison 2004). La administracion sistémica de antagonistas NMDA provoca un
incremento de marcaje de c-fos en el hipocampo, indicador de un aumento de
actividad en esta zona. Se ha visto que la inyeccién local de estos antagonistas en
el hipocampo provoca un incremento de actividad de las neuronas piramidales de
la corteza prefrontal Jodo et al 2005) y, en un plazo de tiempo mas amplio,
incrementa la densidad de receptores NMDA en el hipocampo (Gao and Tamminga
1994; Buck et al 2006).

2.3.3. Sistemas aminérgicos

Existe una fuerte conectividad reciproca entre la CPF y los nucleos
aminérgicos del mesencéfalo: el drea tegmental ventral (VTA), el locus coeruleus
(LC) y los nucleos del rafe dorsal (NDR) y medial (NMR). La corteza ejerce un
importante control sobre su actividad, siendo pues capaz de influir en la
neurotransmision monoaminérgica, tanto a nivel de la propia CPF como a nivel mas
global pues estos nucleos aminérgicos se caracterizan por innervar practicamente
todo el cerebro, de forma que el control de la corteza prefrontal influye a un gran
nimero de funciones cerebrales (Groenewegen and Uylings 2000). En efecto, estos
nucleos modulan la actividad de muchas areas, incluyendo aquellas que a su vez
proyectan a la corteza prefrontal.

En el cerebro, todos los cuerpos de
hippOCampus ooy oy las neuronas serotonérgicas se encuentran

cerebellum

en los nucleos del rafe, no existen
neuronas productoras de serotonina en
ninguna otra region. El rafe dorsal (NDR) y
el rafe medial (NMR) proyectan e inervan

Dorsal striatum
nucleus accumbens

s la CPF medial) asi como un gran numero

practicamente toda la corteza (incluyendo

Tyectimanus de estructuras subcorticales (figura 10).
Asi pues, la serotonina ejerce un efecto
serotonérgicas en el cerebro de modulador sobre un gran numero de
rata. estructuras, efecto cursado principalmente

por los receptores de serotonina 5-HTia
(inhibidor) y 5-HT.a (excitador), ambos abundantes a nivel cortical, tanto en

Figura 10 - Esquema de las vias

neuronas piramidales como en interneuronas GABAérgicas. De esta forma, la
liberacion de serotonina en la corteza producida por la activacion de los nucleos
del rafe puede provocar tanto excitaciones como inhibiciones (Hajos et al 2003;
Puig et al 2003; Amargos-Bosch et al 2004; Puig et al 2005, Celada et al 2007),
aunque el efecto predominante sobre la CPFm es inhibitorio debido quizads a que
los receptores 5-HTa se encuentran en elevada densidad en el principio del cono
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axonico, provocando asi fuertes inhibiciones del potencial de accién (Puig et al
2004; Puig et al 2005).

Del mismo modo, han sido profundamente estudiadas las proyecciones de
CPFm a los nucleos del rafe. Una subpoblaciéon de neuronas piramidales de capa V
(aproximadamente el 5%) (Gabbott et al 2005) proyecta al nucleo del rafe dorsal,
controlando su actividad. Asi pues, la excitacién de la CPFm provoca una activacion
de las neuronas serotonérgicas del rafe (Aghajanian and Wang 1977; Thierry et al
1979; Thierry et al 1983; Sesack et al 1989; Hajos et al 1998; Celada et al 2001) y
como consecuencia de ello se puede observar un aumento de la liberacién de
serotonina extracelular en la corteza prefrontal. Esto se ve reflejado en que la
administracion de farmacos como por ejemplo el DOI, que estimulan receptores
excitadores (5-HT.a, x;-adrenérgico, etc) presentes en las neuronas piramidales
corticales provoca un aumento de actividad en las neuronas serotonérgicas que se
traduciria en un incremento de la liberacién de 5-HT en corteza (Martin-Ruiz et al
2001; Bortolozzi et al 2005). Asi pues, la concentracion de serotonina cortical seria
una medida indirecta del nivel de actividad de la CPFm.

En primates, las terminaciones dopaminérgicas inervan toda la corteza
prefrontal, la corteza motora primaria y la corteza premotora. En rata, esta
inervacion es mas densa en las dareas prefrontales (Groenewegen and Uylings
2000). Estos terminales dopaminérgicos (tirosina-hidroxilasa positivos) se
encuentran en aposicién con interneuronas GABAérgicas de capas profundas de la
corteza (Sesack et al 1998; Benes 2000), las cuales a su vez presentan un
abundante niumero de receptores de dopamina D2 (Vincent et al 1995; Khan et al
1998; Le Moine and Gaspar 1998). Asi pues, la dopamina ejerce una accién
inhibitoria en estas neuronas GABAérgicas a través dichos receptores. Esto no
quiere decir que este sea el efecto de la dopamina en corteza pues tanto las
neuronas inhibidoras como las neuronas piramidales presentan ambas receptores
D1 (excitadores) y D2 (inhibidores) (Santana et al 2009), de forma que una
regulacion fina de la neurotransmision dopaminérgica puede dar lugar a respuestas
tanto excitadoras como inhibidoras dependiendo del balance de estimulaciéon de
ambas familias de receptores dopaminérgicos.

A su vez, la corteza prefrontal (medial, en ratas) presenta un importante
control sobre la VTA y la sustancia nigra pars compacta (Sesack et al 1989; Carr
and Sesack 2000b). La CPF inerva densamente las neuronas dopaminérgicas de la
VTA que a su vez proyectan a la CPF y a neuronas GABAérgicas que también
pueden proyectar a la corteza (Carr and Sesack 2000a). Estas dos poblaciones
neuronales proyectan también al nlcleo accumbens (NAcc) (Carr et al 1999; Carr
and Sesack 2000a; Carr and Sesack 2000b). Asi pues, la CPF puede controlar la
actividad de las neuronas del VTA a través de la via N. Accumbens — palido ventral
- VTA.

Por su parte, la noradrenalina (proveniente del /ocus coeruleus) también
ejerce respuestas complejas en la corteza prefrontal debido a que puede actuar
tanto sobre receptores o1 0 &2 (Branchereau et al 1996; Arnsten 2004). En ratas, la
CPF medial proyecta a las neuronas noradrenérgicas del /ocus coeruleus ejerciendo
una accién excitadora (Jodo et al 1998; Amargos-Bosch et al 2003), aunque en
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otros estudios se ha observado una accién inhibitoria de la corteza sobre el LC que
estaria mediada por interneuronas del LC o de zonas adyacentes (Sara and Herve-
Minvielle 1995).

2.3.4. Nucleo accumbens - pélido ventral

En varios de los apartados anteriores se ha mencionado la importancia de la
conexion entre el nucleo accumbens (NAcc) y el palido ventral. El NAcc es un nucleo
formado por neuronas GABAérgicas de proyeccién del cual se distinguen dos
partes, la zona exterior o shel// y la zona interior o core. Se ha propuesto que el
core juedga un papel en la direcciéon de la conducta hacia un determinado objetivo
basandose en el aprendizaje mientras que el she// estaria relacionado con las
conductas de busqueda de recompensa (Jongen-Relo et al 2003; Cassaday et al
2005; Goto and Grace 2008). Este nucleo es un componente clave del sistema
limbico del cerebro como se puede ver por las conexiones que presenta con
estructuras limbicas y corticales: recibe aferencias excitatorias del hipocampo
(DeFrance and Yoshihara 1975; Kelley and Domesick 1982; DeFrance et al 1985),
de la amigdala basolateral (Swanson and Cwan 1975; Groenewegen et al 1980;
McDonald 1991) y de la corteza prefrontal (Beckstead 1979; Groenewegen et al
1980; Groenewegen et al 1999) que convergen sobre las mismas neuronas del
NAcc (O'Donnell et al 1997). A su vez, el NAcc proyecta a los ganglios de la base,
de los que destaca la fuerte conexién con el palido ventral (Mogenson et al 1983;
Mogenson and Nielsen 1983; Heimer et al 1991).

Por su parte, el pdlido ventral es también un nucleo GABAérgico de
proyeccidon en el que también se pueden distinguir dos partes: lateral (regiones
dorsal y lateral) y medial (regiones ventral y medial), diferenciadas entre ellas por la
diferente expresion de neurotensina y calbindina (Maurice et al 1997; Maurice et al
1998). La conexién entre NAcc y pdlido ventral esta topograficamente definida, de
forma que el “core” del NAcc proyecta al palido ventral lateral mientras que el
“shell’ proyecta a la regién medial (Maurice et al 1997; Maurice et al 1998), de
forma no reciproca (Kalivas et al 2001). La region del lateral del palido ventral
proyecta principalmente al nicleo subtaldmico, a la S. nigra pars reticulata y, en
menor proporcién, al ndacleo medio dorsal mientras que la regién medial proyecta
fuertemente a este nucleo taldmico asi como a la VTA (sobre la que ejerce un
importante control), que a su vez proyecta a la regién “she//’ del N.Acc. El nicleo
MD esta densamente inervado por las aferentes del pdlido ventral (Churchill et al
1996; Zahm et al 1996; Kalivas et al 2001) de forma que la estimulacion del palido
ventral inhibe la actividad neuronal en el nicleo taldmico (Lavin and Grace 1994).

Asi pues, la corteza prefrontal puede modular la actividad de la VTA o del
MD de forma indirecta mediante esta via (figura 11): una activaciéon de la CPFm
provocaria una excitacion del NAcc y consecuentemente una inhibicion del palido
ventral lo cual llevaria a un incremento de actividad de la VTA y el MD, nucleos que
a su vez vuelven a proyectar a la CPF. Ademas de la corteza, el hipocampo ventral
ejerce una potente regulacion de las vias dopaminérgicas ascendentes a través de
este circuito, mediante la conexion multisindptica hipocampo ventral - NAcc -
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palido ventral - VTA (Floresco et al 20071; Floresco and Grace 2003). La fuerte
inervacion del PV sobre el ndcleo MD y la VTA lo sitllan también en un punto clave
en modelos de esquizofrenia como los antagonistas NMDA- la inhibicién de sus
neuronas podria conducir a una excitacion del nidcleo MD del talamo y de las
neuronas dopaminérgicas de la VTA. Al mismo tiempo, este circuito también estaria
implicado en la desregulacién de las vias dopaminérgicas descrita en esquizofrenia
y en otros modelos animales, posiblemente como consecuencia de una
hiperfuncion del hipocampo (Lodge and Grace 2007).

Hipocampo

i

CPFm
(PL/MO

mhdo Ventral |
\ VPI

AN
AN

1/
1
\ !/ N. Subtalamico
1
VTA : : H /'gra Reticu/atal
Medio Dorsal|

Figura 11 - Esquema simplificado de las conexiones existentes entre el
nicleo accumbens y el palido ventral asi como las principales aferencias y
eferencias de este circuito. En rojo representadas las conexiones glutamatérgicas,
en azul las GABAérgicas, en amarillo la dopaminérgica.

2.3.5. Conexiones cortico-corticales

Tratdndose de una regién de asociacidn superior, de entre todas las
conexiones que presenta la corteza prefrontal son de especial importancia las
conexiones cortico—-corticales. El cuerpo calloso es el haz de fibras que conecta la
corteza de un hemisferio con la del otro y representa una de las mas importantes
entradas glutamatérgicas (por lo tanto excitatoria) a la corteza prefrontal, asi como
uno de los mayores haces de materia blanca del cerebro. La fuerte y extensa
interconectividad que presentan los dos hemisferios de la corteza (corteza
izquierda con corteza derecha) indica la importancia que tiene la coordinacién de
ambas para su funcionamiento. De hecho, es necesaria la integridad de estos
axones para la formacién de las oscilaciones gamma entre ambos hemisferios
(Innocenti et al 2003). Las fibras de las regiones mds anteriores del cuerpo calloso
son las que conectan las cortezas prefrontales derecha e izquierda, asi como el
cingulado anterior y la insula (Carr and Sesack 1998; Wang et al 2008a). Estas
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conexiones del coértex prefrontal contactan mayoritariamente con las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales formando contactos asimétricos (es decir,
excitadores) y, en menor proporcién, con los arboles dendriticos de interneuronas
GABAérgicas (Carr and Sesack 1998). Las terminales del cuerpo calloso inervan
tanto las capas superficiales como las mas profundas de forma topografica, es
decir, cada capa con la correspondiente de la otra corteza. Aunque es una
observacion relativamente infrecuente, algunas de estas terminales convergen con
contactos GABAérgicos en la misma neurona diana, proporcionando asi un sustrato
anatémico para la modulacién de las entradas del cuerpo calloso por parte de las
neuronas GABAérgicas (Carr and Sesack 1998).

Se han descrito alteraciones del cuerpo calloso en varias enfermedades
mentales como son el trastorno bipolar y la esquizofrenia. Varios estudios han
mostrado una disminucion del tamano del cuerpo calloso en pacientes de
esquizofrenia y que esta reduccion se correlaciona con la gravedad de los sintomas
psicéticos (Innocenti et al 2003; Aydin et al 2008). Ademads, las zonas en donde
esta reduccion es mas marcada son el genu y la parte mas rostral del cuerpo
calloso, que son las regiones donde se interconectan ambas CPFm (Innocenti et al
2003). En pacientes con esquizofrenia iniciada en la infancia (la cual presenta
sintomas psicoticos, perturbaciones sensoriales, etc., pero suele ser mas severa
que la forma adulta (Greenstein et al 2006)) se ha observado una reduccién del 15%
de la materia blanca en la regiéon frontal de la corteza en comparaciéon a sujetos
controles (Gogtay et al 2008). Lesiones del cuerpo calloso muestran unos sintomas
parecidos a los del trastorno bipolar, dénde se pueden apreciar otras
anormalidades (de volumen, integridad, etc.) de la materia blanca (Wang et al
2008a). Por lo general, en estas dos enfermedades, esquizofrenia y trastorno
bipolar, los sintomas aparecen durante la adolescencia, que es precisamente el
momento en el que el cuerpo calloso llega a su maxima mielinizacion (Wang et al
2008a), sugiriendo que una alteracidon de este proceso podria ser determinante en
estas patologias. Una patologia relacionada con la mielinizacién ha sido propuesta
tras observar una disminucién de los niveles de N-acetil aspartato (NAA) en el
cuerpo calloso (el NAA se utiliza como marcador de integridad axonal) (Aydin et al
2008) el hecho de que existe una correlacién negativa entre estos niveles de NAA y
la gravedad de los sintomas negativos en individuos con alto riesgo de
esquizofrenia (Aydin et al 2008).

Asi pues, la observacion de que esta comunicacién interhemisférica esta
afectada en la esquizofrenia y otras enfermedades mentales graves (especialmente
en el segmento anterior del cuerpo calloso, el cual conecta los lébulos frontales)
sugiere que las conexiones callosas juegan un papel clave en el normal
funcionamiento de la corteza prefrontal (Carr and Sesack 1998).
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2.4. RECEPTORES CORTICALES

A continuaciéon, comentaremos varios de los multiples receptores
encontrados en las neuronas de corteza, centrandonos en aquellos que mas se han
estudiado en el presente trabajo de tesis. Como se ha mencionado previamente, las
neuronas corticales reciben aferencias excitatorias (glutamato), inhibitorias (GABA)
y modulatorias (serotonina, dopamina y noradrenalina). Esto significa que estas
neuronas corticales presentan receptores para todos estos sistemas de
neurotransmision, receptores cuyas caracteristicas (como su sensibilidad, afinidad,
mecanismo de transduccion de la sefal, etc) condicionaran la respuesta de la
neurona. En términos generales encontramos dos tipos de receptores: ionotropicos
o metabotrépicos. Los primeros conforman un poro, un canal que se abrira al
entrar en contacto con el neurotransmisor, permitiendo el paso de iones a través
suyo; segun cuales sean estos iones (si son despolarizantes como sodio o calcio o
hiperpolarizantes como cloro), provocaran una corriente, un potencial de accién o
una inhibicion de la neurona. Estos receptores, por regla general, permiten
respuestas inmediatas y de corta duracidon. El otro tipo de receptores, los
metabotrdpicos, son receptores ligados en el interior celular a las proteinas G. La
unién del ligando, el neurotransmisor, provoca una activacién (fosforilacion
normalmente) de esta proteina G e inician asi una cascada de sefalizacién
intracelular que, segun el tipo de proteina G y de cadena afectada, dara lugar a una
u otra respuesta final en un tipo celular determinado. Estas pueden ser desde
activar la trascripcion de un determinado gen hasta la fosforilacién de otros
receptores (hecho que puede provocar su internalizacién en vesiculas, por
ejemplo). Los cambios provocados por estos receptores suelen tardar mas tiempo
en hacerse patentes y a la vez, suelen ser mas duraderos en el tiempo.

2.4.1. Receptores Glutamatérgicos

El glutamato actia sobre las dos clases de receptores: ionotrépicos y
metabotropicos. Los primeros se dividen en tres familias: los receptores AMPA, los
receptores kainato y los receptores NMDA, siendo los dos primeros canales de
sodio y el dltimo de calcio. Por su parte, los receptores metabotropicos de
glutamato pueden ser del grupo | (mGluR1 y 5) que activan la fosfolipasa C o del
grupo Il o Il (mGIluR2 y 3; mGIuR4, 6, 7 y 8, respectivamente) que actdan
inhibiendo la adenilato ciclasa.

Los receptores ionotropicos constan de 4 o 5 subunidades especificas para
los receptores AMPA, kainato o NMDA. La activacién de los receptores AMPA es
despolarizante y son responsables de generar la mayoria de las corrientes
excitatorias postsinapticas (EPSC) mediadas por glutamato. Los receptores kainato
no estan tan bien caracterizados como los AMPA y por lo general, al ser dificil
diferenciar las funciones entre ellos, se les suele referir en conjunto como
receptores AMPA/kainato. Los receptores NMDA estdn compuestos por siete
subunidades distintas, producto de diferentes genes: NR1 (de la cual existen 8
variantes de splicing), NR2A, B, Cy D y NR3A y B (McBain and Mayer 1994; Kew and
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Kemp 2005). Para formar un receptor operativo deben de constar como minimo,
dos subunidades NR1, que conforman el complejo receptor (el lugar de unién de la
glicina y otros moduladores) y dos subunidades NR2 que forman el poro y
constituyen el lugar de unién del glutamato. Los diferentes subtipos de
subunidades NR2 que compongan el receptor serdn los que determinen las
caracteristicas del receptor como la constante de apertura, efectos de agonistas o
antagonistas, el tiempo que permanece abierto, etc, siendo las subunidades NR2A
y NR2B las predominantes en cerebro adulto (Kew and Kemp 2005).

Zn?-p
Glutarnate
Calcium

Polyamine channal

Figura 12 - Esquema del receptor NMDA con sus lugares de unién:
glutamato, glicina, poliaminas, zinc y antagonistas NMDA, que por su posicion,
necesita que que el canal esté abierto previamente, es decir, que haya saltado el
magnesio.

Una de las caracteristicas mas importantes de los receptores NMDA es el
hecho de que necesitan de la unién de cofactores como son el zinc y la glicina para
su funcionamiento. Ademads, el receptor NMDA presenta un lugar de unién a
magnesio en el interior del canal, de forma que en condiciones basales de potencial
de membrana este ion impedird la abertura del canal (figura 12). Para que el
receptor NMDA pueda activarse requiere un cambio previo del potencial de
membrana (normalmente causado por los receptores AMPA) que haga saltar al
magnesio de su posicion. La abertura del canal NMDA permite el paso a iones
calcio, lo cual es una caracteristica muy importante del receptor NMDA pues su
activacién produce una corriente lenta y duradera. Esto significa que generan una
despolarizacion mas larga, lo cual permite la sumacidon de estimulos nerviosos
(durante el tiempo que este receptor esta activo otras sinapsis pueden excitar la
neurona, sumandose los efectos) e involucra a este receptor en mecanismos
fisiologicos de gran importancia como la plasticidad sinaptica, la actividad ritmica,
el desarrollo neuronal o la potenciacidon a largo plazo (LTP), mecanismo clave del
aprendizaje y memoria.

Esta cinética de activacién depende del tipo de subunidades NR2 que
formen parte del receptor, cuya configuracion cambia a lo largo del desarrollo
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(Cull-Candy et al 2001). En etapas juveniles, es la subunidad NR2B la que se
encuentra en mayor proporcion. Segun avanza la maduraciéon del cerebro, esta
subunidad se va sustituyendo por la NR2A (Cull-Candy et al 2001), aunque no
ocurre en todas las zonas del cerebro. Asi como en zonas como la corteza visual se
observa este cambio de subunidad, en la corteza prefrontal se mantiene una alta
expresion de la subunidad NR2B en los receptores NMDA en el cerebro adulto
(incluso dentro de la propia CPF, en neuronas de capa V es mayor la presencia de
esta subunidad que en el resto de capas) (Wang et al 2008b). En términos de
funcionalidad, se ha observado que la presencia de la subunidad NR2B da lugar a
potenciales de acciéon de mayor duracién, con un decaimiento mas lento de lo
normal, es decir, el canal esta mas tiempo abierto que en receptores con otras
subunidades. Siendo la CPFm la mds importante area de integracién y siendo la
memoria operativa su mecanismo caracteristico, el cual estd basado en la
activaciéon reverberante de sinapsis y redes neuronales, parece légico pensar que
una combinacion de subunidades que permita una mayor integracién temporal sea
clave para estos procesos (Wang et al 2008b).

En general, se ha observado una amplia distribucion de los receptores AMPA
y NMDA en todo el cerebro. Ambos receptores se han descrito tanto en neuronas
piramidales como en interneuronas GABAérgicas. Estudios de autoradiografia
muestran una gran distribucion del receptor AMPA en corteza, caudado putamen,
hipocampo y cerebelo (Mutel et al 1998). Con una distribucion parecida, en rata el
RNAm del receptor NMDA se puede encontrar en neuronas de todo el cerebro, en
mayor densidad en corteza, hipocamo y cerebelo (Moriyoshi et al 1991), sobretodo
en CPF (Scherzer et al 1998). Se ha descrito una alta densidad de receptores mGlull
en regiones corticales, caudado, putamen, tubérculo olfativo e hipocampo entre
otros (Schaffhauser et al 1997). Hay una alta densidad de mGluR2/3 en la capa V
de corteza, menor en la capa ll/Ill, a diferencia de lo que sucede en la regidén
frontoparietal (Marek et al 2000).

2.4.2. Receptores dopaminérgicos

Existen cinco subtipos principales de receptores de dopamina, divididos en dos
familias: la D1, que consta de los receptores D; y Ds y la familia de receptores D2,
que incluye los subtipos D, D3 y Ds. Todos estos receptores son metabotrépicos y
estan acoplados a la adenilato ciclasa, activandola en el caso de la familia D1 e
inhibiendo su actividad en el caso de los receptores D2. Asi pues, la dopamina
puede modular las neuronas piramidales a través de estos dos receptores,
haciéndolas mds o menos sensibles a entradas excitatorias, creando
respectivamente dos estados de potencial de membrana de estas neuronas: upy
down, estados que dependen de las proyecciones desde la VTA (O'Donnell et al
2002).

En la CPF se puede observar que los terminales dopaminérgicos (positivos
para tirosina hidroxilasa) estdn en aposicion con interneuronas GABAérgicas
(Sesack et al 1998; Benes 2000) y que los receptores de dopamina D2 son
abundantes en interneuronas de capas profundas en rata (Vincent et al 1995; Khan
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et al 1998; Le Moine and Gaspar 1998). Asimismo, encontramos también expresion
del receptor D2 en neuronas piramidales en todas las capas corticales,
especialmente en capa V (Vincent et al 1995; Le Moine and Gaspar 1998). Pero
mientras que en roedor los receptores D1 se encuentran ampliamente distribuidos,
los receptores D2 se encuentran mas restringidos a capa V (Gaspar et al 1995; Le
Moine and Gaspar 1998), donde estan presentes tanto en neuronas piramidales
como en interneuronas GABAérgicas, especialmente las que contienen
parvalbimina (Le Moine and Gaspar 1998; Davidoff and Benes 1998; Santana et al
2009). Ambos receptores estan presentes en las neuronas con proyecciones
excitatorias cortico-corticales y cortico-estriatales, pero solo se encuentra el D1 en
las proyecciones cortico-talamicas (Le Moine and Gaspar 1998).

Estos receptores son de gran importancia en el tratamiento de la
esquizofrenia. Todos los farmacos antipsicoticos actuales presentan un
antagonismo D2 y el grado de este antagonismo estd relacionado con su eficacia
terapéutica. Asimismo, se ha observado que la reduccion de los receptores D1 en el
cortex de pacientes se correlaciona con la expresiéon de sintomas negativos (Okubo
et al 1997; Abi-Dargham et al 2002). Como hemos visto, la presencia de receptores
tanto activadores (D1) como inhibidores (D2) en neuronas piramidales vy
GABAérgicas (Santana et al 2009) da lugar a una compleja regulacién de la
actividad de la corteza por parte de las entradas dopaminérgicas. Como hemos
mencionado previamente, se postula que una hiperactividad de la via mesolimbica
seria responsable de la sintomatologia positiva (Carlsson 1988; Davis et al 1991;
Weinberger et al 1992; Abi-Dargham et al 2000). Un bloqueo de los receptores D2
mejoraria los sintomas psicoticos pues estaria revertiendo el exceso de dopamina
(Kapur 2004) y, debido a la naturaleza de los receptores de dopamina (D1
excitador, D2 inhibidor), el efecto de un agonista de los receptores D1 y el de un
antagonista de los receptores D2 llevarian al mismo efecto final, la reversion de
una excesiva neurotransmision dopaminérgica.

2.4.3. Receptores serotonérgicos

Existen catorce subtipos de receptores de serotonina en el sistema nervioso
central de mamiferos, todos ellos metabotrépicos (asociados a proteina G)
exceptuando el receptor 5-HT3, que es un canal i6nico (Peters et al 1992). Su
estructura se compone de siete dominios transmembrana, un tercer bucle
intracelular que es el que contacta con la proteina G y con los extremos amino-
terminal y carboxi-terminal en el exterior e interior de la membrana,
respectivamente. Se han descrito 5 subtipos del receptor 5-HTy: 5-HTa, 5-HT3,
5-HTip, 5-HTe y 5-HT¢, todos ellos presentan una alta afinidad por la serotonina
y estan acoplados a proteina Gi/o, es decir, inhiben la actividad adenilato ciclasa. Se
han descrito también 3 subtipos del receptor 5-HT,, el 5-HTa, 5-HT25 y 5-HTc,
acoplados a la proteina G4 que activa la fosfolipasa C provocando hidrélisis de
fosfoinositoles y movilizacion de calcio. Por ultimo tenemos a los receptores 5-HTa,
5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTsy 5-HT7, acoplados positivamente a adenilato ciclasa (Hoyer
et al 1994).

- 34 -



Introduccion

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio del papel de los
receptores 5-HTia y 5-HT2a, a través de los cuales la serotonina puede inhibir o
activar, respectivamente, la actividad neuronal. Los receptores 5-HTia se
encuentran tanto de forma presindptica, es decir, en las neuronas serotonérgicas
actuando como autoreceptores como de forma postsindptica. Muestran una alta
afinidad por la serotonina y la activacién de estos receptores provoca una
hiperpolarizacion mediada por canales de potasio ligados a proteina G, provocando
consecuentemente una inhibicion de la neurona en la que los encontramos. Se ha
observado la presencia de estos receptores en un gran numero de estructuras
limbicas como el hipocampo, el séptum, el talamo e hipotalamo y la amigdala, asi
como en la corteza (Pazos and Palacios 1985; Verge et al 1985; Miquel et al 1991;
Pompeiano et al 1992), siendo los nucleos del rafe (dorsal y medial) y el hipocampo
las zonas mas enriquecidas.

Por su parte, la unién del ligando a los receptores 5-HT.a provoca un
incremento en la actividad de la neurona. Estos receptores se encuentran muy
distribuidos por toda la corteza y en menor proporcion, en el claustro, zonas del
sistema limbico y de los ganglios basales (Pazos et al 1985; Hoyer et al 1986). El
hecho de que los estudios de hibridacién in situ muestren la misma distribucion
indica que estos receptores se localizan en cuerpos celulares y dendritas de las
células que contienen su ARNm (Mengod et al 1990; Pompeiano et al 1994; Lopez-
Gimenez et al 1997). Al contrario de los 5-HTa, los receptores 5-HT;a muestran
una baja afinidad por la serotonina y no se encuentran en neuronas serotonérgicas,
actllan Unicamente como receptores postsinapticos.

Si centramos la atencion en la corteza prefrontal, esta descrito que los
receptores serotonérgicos mas expresados en las neuronas piramidales corticales
son los receptores 5-HTia y 5-HT2a (Pazos et al 1985; Pazos and Palacios 1985;
Pompeiano et al 1992; Pompeiano et al 1994; Kia et al 1996a; Kia et al 1996b;
Willins et al 1997; Jakab and Goldman-Rakic 1998; Jakab and Goldman-Rakic 2000;
Martin-Ruiz et al 2001; DeFelipe et al 2001). Mientras que los receptores 5-HT;a se
localizan principalmente en la dendrita apical, los receptores 5-HT;ao presentan se
distribuyen por el soma y las dendritas basales asi como en el segmento inicial del
cono axoOnico, una regiéon clave para el control la de actividad piramidal pues es
aqui donde se genera el potencial de accion, de forma que un efecto inhibidor en
esta zona tiene un gran efecto en la actividad de la neurona piramidal (Azmitia et al
1996; DeFelipe et al 2001; Czyrak et al 2003; Cruz et al 2004).

Mediante estudios de electrofisiologia se ha sugerido la existencia de una
colocalizacién de los receptores 5-HTia y 5-HT,a en las mismas neuronas
piramidales de corteza (Araneda and Andrade 1991; Ashby, Jr. et al 1994). La
activacion de los receptores 5-HT.a provoca una excitacion de las neuronas
piramidales como se puede observar por el aumento de su frecuencia de descarga
(Araneda and Andrade 1991; Aghajanian and Marek 1997; Aghajanian and Marek
1999b; Puig et al 2003). Asimismo, estudios de microscopia electrénica muestran
que las neuronas serotonérgicas inervan también interneuronas GABAérgicas
corticales (DeFelipe et al 1991; Smiley and Goldman-Rakic 1996). Asi pues, la
serotonina puede modular la actividad de la corteza de forma compleja pues se ha
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mostrado mediante estudios de c-fos que, tanto las neuronas piramidales, como
las interneuronas GABAérgicas, presentan ambos tipos de receptores (Santana et al
2004). A pesar de esto, la estimulacién de los receptores 5-HTza por la perfusidon
de su agonista DOl en la CPFm incrementa el porcentaje de descarga de las
neuronas del rafe y la liberacién de serotonina en la corteza por un mecanismo
dependiente del receptor 5-HT,a (Bortolozzi et al 2003). Este efecto excitatorio del
DOI sugiere que realiza una accién directa en los receptores 5-HT,a de neuronas
piramidales (Bortolozzi et al 2003). En el caso de la administracién sistémica de
DOI se dan tanto activaciones como inhibiciones, pero mayoritariamente se observa
un incremento del 240% de la frecuencia de descarga de las neuronas piramidales,
mostrando una vez mas la predominancia de una accion activadora sobre las
neuronas corticales (Bortolozzi et al 2003). Asi pues, la mayor proporcion de
receptores 5-HT,a en neuronas piramidales asi como los efectos excitatorios del
DOI sugieren que la activacién de los receptores 5-HT,n de las neuronas
piramidales predomina sobre una posible accién sobre los receptores de neuronas
GABAérgicas (Bortolozzi et al 2003).

Diversos receptores serotonérgicos se han implicado en la fisiopatologia de
la esquizofrenia. Agonistas del receptor 5-HT,a como el LSD o el DOI son
alucinégenos mientras que farmacos con capacidades antispicoticas como son los
antipsicoticos atipicos presentan un fuerte antagonismo de este receptor (Meltzer
1999; Millan 2000). Al mismo tiempo, estos antipsicoticos atipicos presentan un
agonismo por el receptor 5-HT;a» (Chou et al 2003) sugiriendo una posible
contribucion a su efecto terapéutico (Millan 2000). Los receptores 5-HT,a se
encuentran altamente localizados en las neuronas piramidales de capa V en
roedores y primates. Como se ha mencionado previamente, estas neuronas estan
involucradas en procesos de integracion de la informacién cognitiva y perceptual
proveniente de un gran numero de regiones corticales y subcorticales, de forma
que los receptores de serotonina se encuentran en una posicion clave tanto para el
funcionamiento correcto de la corteza prefrontal como para mediar los efectos de
los farmacos antipsicoticos (Roth et al 2004).

3. TRATAMIENTO DE LA ESQUIZOFRENIA
3.1. FARMACOS ANTIPSICOTICOS

Actualmente, no existe ningun tratamiento capaz de curar la esquizofrenia,
los farmacos existentes alivian los sintomas de la enfermedad, aunque a veces
provocando graves efectos secundarios. Estos farmacos se denominan
antipsicéticos, descubiertos por su habilidad de bloquear los sintomas psicoticos
de la enfermedad. Los primeros en aparecer fueron los antipsicoticos clasicos o
tipicos, caracterizados por presentar todos ellos un potente antagonismo del
receptor de dopamina D2 que se correlaciona con su efectividad clinica (Seeman
and Lee 1975; Seeman et al 1976; Creese et al 1996; Kapur and Mamo 2003). Entre
estos destacan la clorpromacina, el primer antipsicético descubierto a principios de
los afios 50 y el haloperidol, que es el antipsicotico atipico mas representativo. Asi
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pues, la administracion de estos farmacos es capaz de revertir la sintomatologia
psicotica (que se postula relacionada una hiperactividad de la via dopaminérgica
mesolimbica) pero no mejoran los sintomas negativos y cognitivos (relacionados
precisamente con una actividad ya disminuida de la via mesocortical), mas aun, el
bloqueo de la neurotransmisién dopaminérgica cortical que provocan produce un
deterioro de las funciones cognitivas de los pacientes esquizofrénicos. De la misma
manera, el bloqueo dopaminérgico en el hipotdlamo puede generar
hiperprolactinemia y en las vias estriatales produce sintomatologia extrapiramidal
al interferir en los circuitos motores, provocando un grave parkinsonismo (ataxias,
discinesias, etc) que muchas veces puede llevar al paciente a abandonar el
tratamiento.

A mitad de los afios 70 se descubrio la clozapina, el primero y, hasta el
momento, el mas efectivo farmaco de una nueva generacién, los llamados
antipsicoticos atipicos. Estos presentan un perfil farmacoldgico diferente al de los
farmacos clasicos, caracterizado por un mayor antagonismo de los receptores 5-
HT.a y un menor antagonismo D2, hecho que les permite realizar su efecto
terapéutico sin los graves efectos secundarios motores (Meltzer 1999). Estudios de
neuroimagen han mostrado que una ocupacion de receptores D2 del 80% en
estriado provoca sintomatologia extrapiramidal. Mientras que los antipsicéticos
clasicos llegan a este grado de ocupacioén, los antipsicéticos atipicos (en particular
la clozapina) muestran una ocupacién inferior al 70% (Farde et al 1988; Nordstrom
et al 1995), evitando la generacion de los sintomas extrapiramidales y realizando
parte de su efecto terapéutico a través del antagonismo 5-HT.a. Asi pues, la
clozapina, el farmaco mas representativo de los atipicos, es capaz de disminuir o
eliminar los sintomas positivos sin generar parkinsonismo ni disfunciones motoras.
Otra de sus principales caracteristicas es el hecho de que provoca una mejora en
los sintomas negativos y de las funciones cognitivas. A pesar de este mejor
rendimiento, los antipsicéticos atipicos también generan efectos secundarios, como
agranulocitosis (clozapina), incremento de peso (olanzapina), convulsiones
(quetiapina) o trastornos metabdlicos.

Aunque bastantes presentan la caracteristica mayor afinidad por los
receptores 5-HT,a (hasta 25 veces mas selectividad por los receptores de
serotonina que por los de dopamina D2 (Abi-Dargham 2007), los antipsicoticos
atipicos presentan una gran variedad de perfiles farmacolégicos, formando asi un
grupo heterogéneo. Varios de estos fAirmacos presentan afinidad por el receptor 5-
HT:a y algunos como la risperidona y la clozapina actlian /n vivo como agonistas de
este receptor (Millan 2000; Ichikawa et al 2001; Chou et al 2003).

Asimismo, tanto tipicos como atipicos, presentan una afinidad elevada por
los receptores o;-adrenérgicos, actuando como antagonistas (Bymaster et al 1996),
aunque es importante remarcar que por si solos, un antagonismo o-adrenérgicos,
D2, 5-HT.a 0 agonismo 5-HT;a no parecen tener efectos antipsicoticos. Es muy
probable que el destacado efecto antipsicético que poseen farmacos como la
clozapina sea precisamente por la gran cantidad de receptores por los que presenta
afinidad, haciendo que su accion pueda regular miltiples sistemas de
neurotransmision (Meltzer et al 1989a; Roth et al 2004) (figura 13).
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Tipicos Atipicos
Receptor Clorpromacina Haloperidol Risperidona Quetiapina Ziprasidona
D 19.95 210 430 455 525
D, 1.25 0.7 4 160 5
Ds 2 10 7
D4 3 9 32
5-HT1a 1100 210 2800 3
5-HTza 7.94 45 0.5 295 0.4
5-HTac 12.59 >10 000 25 1
o 1 6 0.7 7 11
Hi 440 20 11 50
M; >1500 >10 000 120 >1000

Figura 13 - Tabla resumen de la afinidad in vitro de algunos antipsicéticos
tipicos y atipicos por los receptores monoaminérgicos (nM, datos de receptores
humanos clonados, (Seeger et al 1995; Bymaster et al 1996; Arnt and Skarsfeldt
1998; Daniel et al 1999))

Los mecanismos de accién asi como las diferencias entre los farmacos
antipsicoticos tipicos y atipicos han recibido una gran atencién en los ultimos afios.
Se ha descrito que fairmacos que muestran antagonismo por el receptor 5-HTza 0
agonismo por el 5-HT;a (como la clozapina) incrementan los niveles de dopamina
en la CPFm de roedores (Pehek and Yamamoto 1994; Rollema et al 1997; Ichikawa
et al 2001; Assie et al 2005), efecto dependiente en la presencia de receptores 5-
HT:» operativos (Diaz-Mataix et al 2005; Bortolozzi et al 2007). También se ha
observado que el efecto de la clozapina sobre la tasa de disparo de la neurona
piramidal depende del estado de la neurona: inhibe preferentemente a las neuronas
con tasas de disparo mas altas y, a la vez, excita a las neuronas con una menor
actividad basal (Homayoun and Moghaddam 2007a). Ademas, la reversion de los
efectos sobre la actividad neuronal provocados por el antagonismo NMDA por parte
de la clozapina se correlaciona positivamente con la expresiéon de estereotipias
(Homayoun and Moghaddam 2007a). En cambio, la administracién de haloperidol
Unicamente muestra inhibiciones en la actividad neuronal, no el efecto de
modulaciéon dependiente del estado neuronal exhibido por la clozapina. Solo en
una subpoblacién de neuronas corticales, clozapina y haloperidol muestran un
mismo efecto, una inhibicidon sostenida, quizds por una mayor sensibilidad de estas
neuronas al antagonismo D2 (Homayoun and Moghaddam 2007a). Esta accion dual
de la clozapina, capaz activar las neuronas mas inhibidas y a la vez de inhibir las
neuronas con mayor tasa basal de disparo y de esta forma modular tanto la
hiperactividad como la hipoactividad en las neuronas y circuitos corticales puede
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representar el control preciso necesario para un efecto terapéutico capaz de
mejorar el procesamiento cortical en esquizofrenia (Homayoun and Moghaddam
20073).

Actualmente el tratamiento de la esquizofrenia dista mucho de ser perfecto.
La baja efectividad y los graves efectos secundarios hacen que muchas veces el
tratamiento se interrumpa. El efecto terapéutico de estos farmacos suele tardar
tiempo en aparecer, a parte del hecho de que muchos pacientes presentan
resistencias a estos. La aparicion de sintomas extrapiramidales y el deterioro
cognitivo son dos grandes limitaciones de la terapia con antipsicoticos clasicos. En
el caso de los atipicos, pese a su mayor eficacia en los sintomas cognitivos, siguen
mostrando una baja respuesta en el tratamiento de los sintomas negativos de la
enfermedad.

3.2. OTROS TRATAMIENTOS

En la fisiopatologia de la esquizofrenia una y otra vez se ha visto la
importancia creciente del glutamato y concretamente del receptor NMDA
(posiblemente de su hipofuncién), como lo prueba el modelo experimental de los
antagonistas de este receptor. Existen una serie de tratamientos experimentales
que se centran en la regulacién de este receptor, en recuperar su funcionalidad
normal. Estos tratamientos estudian los efectos de la administracién de los
agonistas del sitio de unién de la glicina (GMS, glicine modulatory site): la glicina,
la D-serina y la D-cicloserina. Estos compuestos son necesarios como cofactores
del receptor NMDA, su unidn al receptor facilita su activacion. Administrados junto
con farmacos antipsicéticos clasicos se han observado mejorias de los sintomas
negativos y cognitivos en pacientes de esquizofrenia (Jardemark et al 2000; Javitt et
al 2001; Coyle and Tsai 2004; Lipina et al 2005), mostrando que un aumento de la
funcion del receptor NMDA seria beneficioso para el tratamiento de la
esquizofrenia. Asimismo se han administrado bloqueantes del transportador de
glicina en estudios preclinicos (Javitt 2002), estos farmacos incrementarian los
niveles sindpticos de glicina, aumentando asi la funciéon del receptor NMDA. De
hecho, se ha sugerido que la clozapina presentaria una ligera acciéon bloqueante del
transportador de glicina (Millan 2005), efecto que aumentaria la concentracion de
glicina en la sinapsis incrementando asi la actividad del receptor NMDA. Esto
coincide con la observacién de que la coadministracion de clozapina y D-serina (el
mas afin de estos moduladores) no presenta una mejoria en la respuesta del
paciente, sugiriendo que la clozapina ya haria por si sola un efecto equivalente a la
D-serina (Coyle and Tsai 2004). Otra posibilidad es que la clozapina actie como
agonista parcial del GMS, incrementando asi la funcionalidad del receptor NMDA, y
produciendo un incremento del glutamato extracelular (Millan 2005).

Mas recientemente han ganado un especial interés los agonistas mGIuR2/3,
receptores metabotrépicos que autorregulan la liberacién de glutamato. Se habia
observado que su administracién bloquea las alteraciones sobre la conducta en
modelos de antagonistas NMDA (Moghaddam and Adams 1998) y que en
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individuos sanos reducen los déficits cognitivos inducidos por ketamina (Krystal et
al 2003). Un estudio mas actual ha demostrado la eficacia de estos farmacos como
antipsicéticos. En una administracion crénica en pacientes de esquizofrenia, el
agonista mGIluR2/3 LY2140023 (que una vez absorbido se hidroliza al compuesto
activo LY404039) ha mostrado una eficiencia antipsicética comparable a la de la
olanzapina (Patil et al 2007), tanto en el tratamiento de sintomas positivos como en
la mejoria de los sintomas negativos y cognitivos. De especial importancia es el
hecho de que éste es el primer compuesto con actividad antipsicética que no
presenta antagonismo para el receptor de dopamina D2 (de hecho, revierte los
efectos de la PCP sobre la conducta del animal en ratas depletadas de monoaminas,
sugiriendo un mecanismo de accién diferente al de los antipsicéticos (Patil et al
2007), mostrando asi nuevas opciones para el desarrollo de futuros tratamientos
antipsicoticos.
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Il. OBJETIVOS

La hipétesis de trabajo principal de esta Tesis Doctoral es que los fairmacos
antipsicoticos realizan su accién farmacoldgica de forma local en la corteza
prefrontal medial. Actuando a través de los receptores para distintos sistemas de
neurotransmisién, estos fdrmacos serian capaces de revertir el incremento de
actividad cortical descrito en el modelo de esquizofrenia de los antagonistas no
competitivos del receptor NMDA. Por su parte, estos compuestos estarian
provocando la inactivacion de neuronas GABAérgicas y de esta forma desinhibiendo
una conexidon excitatoria cuyo efecto final seria una hiperactividad de Ia
neurotransmision cortical.

OBJETIVOS CONCRETOS

1- Caracterizar los efectos de la administracion sistémica del antagonista
NMDA MK-801 sobre la concentracion extracelular de serotonina y
glutamato en la corteza prefrontal medial.

2- Estudio del lugar de accion de los antagonistas NMDA en el cerebro,
responsable de [los cambios observados en la neurotransmision
serotonérgica y glutamatérgica en la corteza prefrontal medial.

3- Estudiar la capacidad de los antipsicoticos cldsicos y atipicos para revertir
los efectos de los antagonistas NMDA sobre la neurotransmision cortical de
serotonina y glutamato. Comparacion de los efectos de los antipsicoticos
administrados de forma sistémica o perfundidos localmente en /la corteza
prefrontal.

4- Estudio del mecanismo de accion de los farmacos antipsicoticos. Mediante
la perfusion local en corteza de agonistas y antagonistas selectivos, se
estudiard el papel de los diferentes receptores de serotonina, dopamina y
noradrenalina, por los cuales presentan afinidad los antipsicoticos.
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IIl. MATERIALES Y

1. MATERIALES

1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratas albinas macho de la cepa Wistar proporcionadas por
Charles River (Lyon, Francia) con un peso comprendido entre 250 y 320 gramos.
Los animales fueron estabulados durante una semana previa a la cirugia en grupos
de maximo 4 por jaula e individualmente tras el procedimiento quirdrgico. Se
mantuvieron en un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad (las luces se encienden las
07:00h) con una temperatura ambiente de 22 = 2°C y disponiendo en todo
momento de agua y comida ad /ibitum. El cuidado y tratamiento de los animales se
realizé segun la legislacion europea de “Proteccién de los Animales Usados para
Experimentaciéon y Otros Fines Cientificos” segun la directiva de la Unién Europea
del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/EEC)

1.2. FARMACOS UTILIZADOS

A continuacion se detalla una lista de los diferentes farmacos o compuestos
utilizados (izquierda) y su correspondiente actividad farmacolégica (derecha).

MK-801
PCP Antagonistas NMDA L-745870 Antagonista D4
Ketamina
Olanzapina .
F_) Antipsicéticos atipicos BAY x 3702 Agonista 5-HTa
Clozapina
Clorpromazina .
P . Antipsicoticos clasicos M100907 Antagonista 5-HT:za
Haloperidol
i Antagonista
NBQX Antagonista Ritanserina 9
AMPA/Kainato 5-HT2a/2c
Agonista o - _ Blogueante canales de
Prazosin i Tetrodotoxina
adrenérgico Na+
Raclopride ) ,
) ) Antagonistas D2 Fluorogold Marcador retrégrado
Eticlopride
SKF-38393 Agonista D1
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2. METODOS - MICRODIALISIS INTRACEREBRAL /N VIVO

2.1. CONSTRUCCION DE LAS SONDAS DE MICRODIALISIS

La construccidon de sondas de microdidlisis y su uso en ratas se llevé a cabo
seglin la metodologia descrita en (Adell and Artigas 1998). La sonda esta formada
por un tubo de acero inoxidable de 25G (0.51 mm. diametro externo, 0.33 interno)
(A-M Systems, Carlsborg, WA, EUA) de 2 cm. de longitud. A través de este tubo se
insertan dos tubos de silica capilar fundida de 0.11 mm DE y 0.04 mm DI
(Composite Metal Services Ltd, The Chase, Harlow, Reino Unido), uno de los cuales
(la salida) tiene su final aproximadamente en la mitad del tubo de 25G mientras
que el otro (la entrada) es mas largo y sobresale del tubo de acero. El siguiente
paso es la colocacidon de otros dos tubos de acero inoxidable, estos de 27G (0.41
mm DE, 0.2 mm DI) y 7 mm de longitud en el extremo superior de los capilares de
silica fundida, recubriéndolos. Mediante una mezcla de Araldit® (Ciba-Geigy) se
sella la unién entre los dos tubos de 27G y el tubo de 25G, se deja secar y se
recubre con cemento dental Kerr® TAB 2000 para endurecer el ensamblaje. A
continuacion, se conectan los tubos de acero de 27G a un tubo de polietileno (0.61
mm DE, 0.28 mm DI) (Portex Ltd., Hythe, Kent, Reino Unido) para la posterior
conexion de la sonda a la bomba de perfusién. Para fijar los tubos de polietileno a
los de acero se envuelve la estructura mediante una capa de plastico
termofundible. Posteriormente, habitualmente unos dias antes de la implantacién
de la sonda, se corta el tubo de silica a la medida que se desee seglin la region
cerebral a estudiar y se introduce la membrana de didlisis Cuprophan (Gambro,
Lund, Suecia) en el interior del tubo de 25G, recubriendo pues el tubo de silica. La
membrana es una fibra vacia de celulosa regenerada (0.25 mm DE, 0.22 DI) con
tamano de poro que permite el paso de moléculas de peso inferior a 5000 daltons.
Tanto el extremo de la membrana como la zona de unidn al tubo de acero se sellan
con Loctite® gel.
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Figura 14 - Esquema de una sonda de microdidlisis. La sonda esta
constituida por dos tubos cortos de acero inoxidable (1), de 27G y uno mas largo
(2) de 25G. La unién de los tres estd sellada mediante Araldit® (3) y protegida por
cemento dental Kerr® TAB 2000 (4) y por plastico termofundible (5), que fija los
dos tubos de polietileno (6). Por uno de los tubos de silica fundida, el mas largo
(7), entrard el liquido de perfusion hasta llegar a la membrana de didlisis (8), donde
se realiza el intercambio. El extremo de la membrana y su unién al tubo de acero
estd selladas mediante Loctite® Gel (9). El dializado entra por el otro tubo de silica
fundida (10) y saldra por el otro tubo de polietileno (11).

2.2. IMPLANTACION DE LAS SONDAS DE MICRODIALISIS

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital sédico (60
mg/Kg intraperitoneal) y posteriormente colocadas en un estereotaxico (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA, EUA) para la implantaciéon de la sonda en la region de
interés del cerebro. En el presente trabajo se han realizado experimentos donde se
implanté una sonda asi como otros en los que se implantaron dos sondas en
distintas regiones. En este Ultimo caso, una de las sondas siempre se implanté en
la corteza prefrontal derecha del animal. Las coordenadas estereotdxicas se
calculan segin el atlas de anatomia del cerebro de rata de Paxinos y Watson
(1986), tomando el bregma para las coordenadas antero-posterior (AP) y lateral (L)
y la duramater para la dorso-ventral (DV). A continuacién se muestran las
coordenadas utilizadas para las diferentes areas de estudio asi como la longitud de
la membrana de didlisis para cada zona:
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. Antero-
Longitud ) Lateral Dorso-ventral
posterior
Corteza prefrontal -0.6
4 +3.2 -6
medial +0.6%
Hipocampo ventral 3 -6.3 -5.5 -7.5
Palido ventral 1.5 -0.3 -2.4 -8.8
N. reticular 1.5 -2.5 -3.2 -7.5

Figura 15 - Longitud de la membrana de la sonda de dialisis segun la regién
cerebral y coordenadas estereotaxicas respecto a bregma (AP y L) o duramater (DV).
Todos los valores estan expresados en mm.

* valor para la implantacién de la sonda izquierda y derecha en los experimentos
de doble sonda en corteza.

Con el animal en el estereotdxico se practica una incisién longitudinal
dejando al descubierto el craneo. Se toman las coordenadas de bregma y se perfora
el crdneo en las coordenadas de la region (o regiones, en el caso de los
experimentos de doble sonda) de interés con una broca sin llegar a romper la
duramater. A continuacién se realizan tres agujeros mas en el craneo (rodeando los
lugares donde se implantaran las sondas) en los que se colocardn unos tornillos
para poder anclar posteriormente la sonda. Tras tomar la coordenada DV se
procede a romper la duramater y a introducir la sonda en el cerebro. Al finalizar, se
prepara una base de cemento dental Kerr® TAB 2000 que permite fijar la sonda a
los tornillos. Tras este procedimiento, los animales son individualizados con agua y
comida ad /ibitum.

2.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La implantacion de la sonda no deja de ser una técnica invasiva en la que se
produce una lesién de fibras y neuronas asi como rotura de vasos sanguineos,
razén por la cual tras el proceso quirirgico se dejan transcurrir unas 20 horas
antes de empezar el experimento de didlisis, para lograr la total recuperacién del
animal y la estabilizacién de la concentraciéon extracelular de los neurotransmisores
en el cerebro. En el caso de la deteccion de serotonina y glutamato, ambos pueden
liberarse de forma masiva en el caso de una lesién grave. Las plaquetas contienen
una gran cantidad de serotonina que puede ser liberada en procesos de lesion
tisular y, de esta forma, enmascarar la serotonina sinaptica. Por otro lado, los
experimentos de didlisis suelen tener una duracién de dos dias tras la operacion,
tiempo tras el cual existe riesgo de que la inflamacion y el tejido cicatrizante que se
forman alrededor de la sonda alteren la neurotransmision. Una forma para saber
que estos neurotransmisores proceden de impulso nervioso es la administracién de
TTX a través de la sonda. Esta toxina bloquea la transmisién nerviosa, produciendo
una disminucién en la concentracion de serotonina y glutamato sinapticos.
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Transcurridas estas 20 horas, se procede a la conexion de las sondas a la
bomba de microdialisis y a la perfusién del liquido cefalorraquideo (LCR) artificial,
cuya composiciéon es: 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.18 mM MgCl,, 1.26 mM CaCl..

Un problema frecuente en los estudios de microdidlisis es la baja
concentracidon extracelular de los neurotransmisores. Esto es debido a la gran
eficiencia que tienen los transportadores que los recaptan y/o la inactivacion
metabolica. Para solucionar este problema, en los estudios aqui realizados se ha
anadido al LCR artificial un inhibidor selectivo de la recaptacién de 5-HT (ISRS), el
citalopram, a una concentracion de 1 pM. En ausencia de citalopram, la
concentracion extracelular de 5-HT es un reflejo del balance entre liberacién y
recaptacion de serotonina (Adell et al 1991) mientras que en presencia de
citalopram se puede medir, principalmente, el componente de liberacién. En todo
caso, concentraciones tan bajas de ISRS como la aqui usada no provocan cambios
en el glutamato dializado ((Langman et al 2006), Queiroz y Artigas, resultados no
publicados)

El LCR artificial se perfunde a un flujo de 1.65 pl/min mediante una bomba
de perfusién (Harvard Apparatus Syringe infusion Pump 22, EUA). Las jeringas se
conectan a un tubo de polietileno de 0.61 mm DE y 0.28 DI (Portex Ltd, Hythe,
Kent, Reino Unido) que conduce a un sistema de conexién giratoria, el swive/
(Instech Laboratories, Plymouth Meeting PA, EUA) que permite a la rata moverse
libremente por la jaula sin que los tubos se desconecten. El swive/esta conectado a
la entrada de la sonda mediante un tubo de polietileno de 0.12 mm DI
(Microbiotech). A la salida se conecta otro tubo idéntico que lleva a un vial donde
se recoge la muestra dializada (viales de polietileno con tapdn con capacidad de
250 pl, Elkay Products Inc., Shrewsbury, MA, EUA). Todas las conexiones entre
distintos tubos se realizan mediante unos adaptadores (Microbiotech).

Cuando todo el sistema esta lleno del liquido de perfusién, se deja una
estabilizacién de aproximadamente dos horas a partir de la cual se recogen
muestras cada 20 minutos. Asi pues, el volumen recogido, es de 30 pl por fraccion.
Tras la estabilizacién se procede a recoger 6 muestras de las cuales se utilizan las
4 mas estables para el calculo de los valores basales. A partir de la sexta fraccion
se inicia el tratamiento, es decir, la administracién del farmaco ya sea de forma
sistémica (subcutdneo o intraperitoneal) o local (disuelto en el liquido de
perfusién). Se recogen 12 fracciones (4 horas) de tratamiento, de forma que una
didlisis completa son, por lo general, 18 muestras.

Los dializados recogidos de 30 pl se dividieron en dos fracciones de 20y 10
pl para la determinacion de 5-HT y glutamato, respectivamente, permitiendo asi
estudiar ambos neurotransmisores en los mismos animales.
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2.4. ADMINISTRACION DE LOS FARMACOS

2.4.1. Administracion local

Los farmacos para administracién local se disolvieron en LCR artificial con
citalopram o, en determinados casos, en agua destilada, ajustando pH de la
preparacién en caso que fuera necesario. Las soluciones se conservaron a -80 °C o,
en el caso de ser necesario para preservar su estabilidad, se prepararon antes del
experimento.

Tras la recogida de las muestras basales, se sustituyé el liquido de
perfusidon por otro que contiene el firmaco que se desea estudiar y se perfundi6 de
forma constante durante las siguientes 4 horas de tratamiento. Esto nos permitio
estudiar el efecto local del farmaco en la regidn en la que esta implantada la sonda,
pudiendo asi compararlo con los efectos de su administracién sistémica. En el caso
de los experimentos de doble sonda, esto nos permitié estudiar los cambios en la
neurotransmisién tanto locales como en la regién donde esta implantada la otra
sonda, pudiendo asi estudiar la funcionalidad de diferentes circuitos y conexiones
entre dos zonas del cerebro.

Es importante tener en cuenta que cuando se perfunde un farmaco de forma
local se necesitan concentraciones mayores de éste para que atraviese la
membrana de la sonda y actle sobre una cantidad suficiente de tejido como para
que pueda ejercer su efecto. Por un lado, la perfusiéon local sélo afecta a la zona
circundante a la sonda de microdidlisis (relativamente poco tejido) mientras que
cuando se da sistémicamente llega a todo el cerebro a través de los capilares. Mas
aun, las concentraciones efectivas que se obtienen mediante la dialisis reversa
difieren unos 3-4 6rdenes de magnitud respecto a su afinidad /n vitro, como
muestran trabajos de electrofisiologia donde necesitan aplicar concentraciones del
orden de 100 pM para activar receptores (Sakai and Crochet 2001; West and Grace
2002). Esto se debe principalmente al bajo flujo utilizado en conjuncién con el
continuo drenaje que sufren estos farmacos por la constante perfusién, a parte de
que no todo el farmaco atraviesa la membrana de la sonda.

2.4.2. Administracion sistémica

Los farmacos asi aplicados se disolvieron en salino (NaCl 0.9%) y se
administraron intraperitonealmente (i.p.) o subcutaneamente (s.c.), segun el
farmaco y sus caracteristicas de metabolizacion, especialmente de primer paso
hepatico.

2.5. ESTUDIOS DEL COMPORTAMIENTO

Las medidas del comportamiento del animal se tomaron durante el

experimento de microdidlisis. Las estereotipias se valoraron durante los 5 ultimos
minutos de cada dializado. A las ratas se les asigndé un valor de 0 (ausencia), 1
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(presencia) o 2 (intenso; >50% del periodo de 5 minutos) por la presencia de las
siguientes alteraciones de la conducta: hiperlocomocién y giros, movimientos
repetitivos de las patas delanteras y movimientos laterales de la cabeza. La
puntuacion total se calculé sumando los valores individuales de cada una de esas
conductas para cada fraccién de 5 minutos.

2.6. COMPROBACION DE LA LOCALIZACION DE LA SONDA DE
MICRODIALISIS

Al finalizar el experimento, el animal fue sacrificado mediante una
sobredosis de pentobarbital sdédico. A continuacién, se perfundié una solucion del
colorante Fast Green (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) a través de la sonda o
sondas para tefir el tejido circundante a la zona de implantacion. Tras unos
minutos, se extrajo el cerebro y se congelé a -20 °C. Una vez congelado se
realizaron cortes coronales con un bisturi hasta la visualizacién de la marca del
colorante. En ocasiones en las que se requeria una observacion mas detallada de la
localizacién de la sonda, se procedio a la perfusion del animal primero con solucién
salina al 0.9 % seguido de la perfusion con formalina al 10% (Sigma). Tras la
extraccién del cerebro, éste se congeld a -80 °C y se realizaron cortes coronales de
50 pm con un criostato. Las secciones obtenidas se tifieron con Neutral Red (Sigma)
para su posterior observacion al microscopio.

Aquellos animales en los que se verificd que la localizacion de la sonda era
incorrecta (fuera de la region de interés) fueron descartados para el analisis de los
resultados.

X %X
X %

Figura 16 - Corte coronal de corteza prefrontal de rata. En la imagen se
pueden observar los lugares de implantacién de dos sondas (flechas), en la corteza
izquierda y en la derecha.
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2.7. TRAZADOS CON FLUOROGOLD

En estos experimentos se perfundi6 una concentracion al 0.4% de
fluorogold (FG, Fluorochrome LLC, Englewood, CO, USA; 2% en tampdn cacodilato
0.1 M, pH 7.3) disuelto en LCR artificial a través de una sonda de microdialisis
implantada en la CPFm derecha a un flujo de 5 pl/min durante 10 minutos. Siete
dias después, tiempo para que el fluorogold marcase retrogradamente las fibras
que proyectan a la zona de perfusion, se procedié al sacrificio del animal mediante
una sobredosis de pentobarbital sédico y se perfundieron con 4%
paraformaldehido. Los cerebros se extrajeron y se guardaron en sucrosa al 10% vy
se procesaron mediante protocolos estandar descritos previamente. Las secciones
de 14 pm fueron cortadas en el criostato, montadas en portaobjetos pretratados
con Histogrip (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA) y visualizadas
directamente con un microscopio de fluorescencia debido a que el trazador
utilizado tiene fluorescencia natural.

2.8. ANALISIS DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS

La concentracién de 5-HT se analizé mediante un sistema de cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC), segin el método descrito en (Adell and Artigas
1998). Se utilizé6 un inyector automatico Waters 717plus (Waters Cromatografia,
Cerdanyola, Espafia), una bomba Hewlett-Packard 1050 (Agilent Technologies, Las
Rozas, Espafia) y una columna Beckman (San Ramon, CA, EUA) de octadecilsilica
(ODS) de 3 um de tamafio de particula, longitud de 7.5 cm. y didmetro de 0.46 cm.
para la separacion de los compuestos. Estos se detectaron amperométricamente
mediante un detector electroquimico Hewlett-Packard 1049 (Agilent Technologies)
con un potencial de oxidacion de +0.6 V. Como fase mavil se utilizé un eluyente de
la siguiente composicion por litro de agua milliQ: 0.15 M de fosfato monosdédico
(NaH;PQ,4), 1.8 mM de la sal sédica del acido 1-octanosulfénico y 0.2 mM de Na,-
EDTA, ajustando el pH a 2.8 con acido fosférico y anadiendo 30% de metanol. Con
un flujo de trabajo de 0.8 ml/min, los tiempos de retencién del 5-HIAA y de la 5-
HT son de entre 3.5 y 5 minutos, siendo el limite de detecciéon de la 5-HT 4 fmol
(figura 17).

Para la deteccion de glutamato se utilizé otro sistema de HPLC consistente
de un inyector automatico Waters 717plus, una bomba cuaternaria de gradiente
Waters 600 y una columna ODS de 5 um (10 cm. de longitud y 0.4 cm. de didmetro,
Teknokroma, Espafia). Las muestras, antes de la inyeccion en la columna, fueron
derivatizadas con OPA, el proceso lo llevo a cabo el inyector automatico.
Previamente, se le afiadié 90 pl de agua milliQ a los 10 pl de muestra. A estos se
les afadid 15 pl de OPA vy, tras 2.5 minutos de reaccion, 80 pl de la mezcla se
inyectaron en la columna. La deteccién se realizd con un detector de fluorescencia
Waters 470 utilizando longitudes de onda de excitacion y emision de 360 nm y 450
nm, respectivamente. La fase mévil se bombed a 0.8 ml/min y consistia en dos
componentes (Calcagno et al 2006): la solucién A (0.05 m NayHPO,, 28% de
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metanol y ajustada a pH 6.4 con 85% de H3PO,) y la solucién B (metanol/agua, en
relacion de 8:2). Tras la aparicidon del pico de glutamato a los 3 minutos con un
100% de la solucién A, se establecié el gradiente pasando de 100% de solucién A a
100% de soluciéon B en 2 minutos. Tras lavar los picos tardios durante 3 minutos, se
recuperaron las condiciones iniciales durante los siguientes 2 minutos. El limite de
deteccién del glutamato fue de 0.2 pmol.

o §
i g

SHIAA—
EHT—
GLU—

Figura 17 - Ejemplos de cromatogramas de serotonina (A) y glutamato (B)
mostrando respectivamente la presencia de cada neurotransmisor (flechas).

2.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se expresaron en fmol/fraccion y en las figuras se
muestran como porcentajes de los valores basales (la media de las 4 fracciones
previas al tratamiento). Los datos se analizaron mediante analisis de la variancia
(ANOVA) de medidas repetidas, seguido de los test post-hoc necesarios para
comparar los efectos de los diferentes factores, generalmente, tratamiento vy
tiempo, asi como de su interaccion.
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Trabajo 1:

Clozapine and olanzapine, but not haloperidol, suppress serotonin
efflux in the medial prefrontal cortex elicited by phencyclidine and
ketamine.

Amargoés-Bosch M., Lépez-Gil X., Artigas F. and Adell A.

International Journal of Neuropsychopharmacology, 9, 565-573 (2006)

Los antagonistas del receptor NMDA como la fenciclidina (PCP) o ketamina
se utilizan como modelo farmacolégico de esquizofrenia por su capacidad de
provocar sintomas psicoticos en humanos y alteraciones de la conducta en
animales de experimentacién. En este primer trabajo examinamos los efectos de la
administracion de PCP y ketamina sobre la concentracién extracelular de serotonina
en la corteza prefrontal. La administracion sistémica pero no local de estos
compuestos provoca un incremento en la liberaciéon de serotonina cortical. Estas
alteraciones se bloquearon con la administracién sistémica de los antipsicoticos
atipicos clozapina y olanzapina, pero no con el farmaco clasico haloperidol. Debido
a la importancia de los receptores serotonérgicos y adrenérgicos en el perfil
farmacolégico de los antipsicéticos, se estudiaron los efectos de la administracion
sistémica de un antagonista de los receptores 5-HTa/2c, la ritanserina y un
antagonista de los receptores «1-adrenérgicos, el prazosin. Este Gltimo fue capaz
de evitar las alteraciones de los antagonistas NMDA, lo cual indica que las
diferencias entre tipicos y atipicos no dependen de su comun accion sobre los
receptores o1-adrenérgicos. Por otro lado, parece que el antagonismo 5-HTza,2c
solo es efectivo en situaciones de una elevada transmision serotonérgica, como
muestra el hecho de que la ritanseria sea capaz de bloquear los efectos de la PCP
pero no los de la ketamina.
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Clozapine and olanzapine, but not haloperidol,
suppress serotonin efflux in the medial
prefrontal cortex elicited by phencyclidine

and ketamine

Mercé Amargos-Bosch, Xavier Lopez-Gil, Francesc Artigas and Albert Adell
Department of Neurochemistry, Institut d'Investigacions Biomédiques de Barcelona, CSIC (IDIBAPS), 08036 Barcelona, Spain

Abstract

N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor antagonists such as phencyclidine (PCP) and ketamine can evoke
psychotic symptoms in normal individuals and schizophrenic patients. Here, we have examined the
effects of PCP (5 mg/kg) and ketamine (25 mg/kg) on the efflux of serotonin (5-HT) in the medial pre-
frontal cortex (mPFC) and their possible blockade by the antipsychotics, clozapine, olanzapine and halo-
peridol, as well as ritanserin (5-HTaa 2 receptor antagonist) and prazosin («,-adrenoceptor antagonist).
The systemic administration, but not the local perfusion, of the two NMDA receptor antagonists markedly
increased the efflux of 5-HT in the mPFC. The atypical antipsychotics clozapine (1 mg/kg) and olanzapine
(1 mg/kg), and prazosin (0.3 mg/kg), but not the classical antipsychotic haloperidol (1 mg/kg), reversed
the PCP- and ketamine-induced increase in 5-HT efflux. Ritanserin (5 mg/kg) was able to reverse only
the effect of PCP. These findings indicate that an increased serotonergic transmission in the mPFC
is a functional consequence of NMDA receptor hypofunction and this effect is blocked by atypical

37011HY

antipsychotic drugs.
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Introduction

The hypothesis of the N-methyl-p-aspartate (NMDA)
receptor hypofunction in schizophrenia stems from
the observation that NMDA receptor antagonists such
as phencyclidine (PCP) and ketamine can evoke psy-
chotic symptoms in normal individuals and aggravate
them in schizophrenic patients (for review, see Krystal
et al, 2003). For these reasons, NMDA receptor
antagonists have been used in experimental animals to
model neurochemical and behavioural changes that
occur in schizophrenia. Thus, systemic administration
of PCP or dizocilpine (MK-801) increases the firing
of neurons of the medial prefrontal cortex (mPFC) and
causes hyperlocomotion and stereotypies (Jackson
et al.,, 2004; Jodo et al.,, 2003; Suzuki et al., 2002).
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CSIC (IDIBAPS), Carrer Rosselld 161, 6th Floor, 08036 Barcelona,
Spain.
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However, microiontophoretically applied PCP does
not alter either mPFC cell firing or hyperlocomotion
(Suzuki et al., 2002), which suggests that the NMDA
receptor antagonists turn on mPFC neurons through
the stimulation of excitatory inputs from brain areas
outside the mPFC. NMDA receptor antagonists
have also been shown to increase extracellular glu-
tamate (Abekawa et al., 2003; Lorrain et al.,, 2003;
Moghaddam et al., 1997), dopamine (Adams and
Moghaddam, 1998; Mathé et al., 1999; Schmidt
and Fadayel, 1996), and serotonin (5-HT) (Adams and
Moghaddam, 2001; Martin et al., 1998a; Millan et al.,
1999) in the mPFC. The source of this glutamate is
presently unknown, but it has been proposed that
NMDA receptor antagonists may block a tonic inhibi-
tory influence of y-aminobutyric acid (GABA) neurons
over an excitatory projection to the mPFC (Jodo et al.,
2005; Krystal et al, 2003; Lorrain et al., 2003;
Moghaddam et al., 1997). The increases in dopamine
and 5-HT release are probably due to increments in
dopaminergic (Pawlowski et al., 1990; Schmidt and
Fadayel, 1996) and serotonergic (Lejeune et al., 1994)
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cell firing in the ventral tegmental area and the dorsal
raphe nucleus respectively. This latter activation could
result from an enhanced glutamatergic output from the
mPFC neurons, including those projecting to the dorsal
raphe nucleus. Indeed, the electrical or pharmacologi-
cal stimulation of the mPFC increases serotonergic
transmission in the dorsal raphe nucleus (Celada et al.,
2001; Martin-Ruiz et al., 2001). Nevertheless, a local
effect of NMDA receptor antagonists in the dorsal
raphe nucleus cannot be ruled out (Callado et al., 2000).

Although a hyperactive serotonergic transmission
in the mPFC has been implicated in schizophrenia
(Meltzer, 1989) and in the hyperlocomotion induced
by a reduced NMDA receptor function (Miyamoto
et al., 2001), the precise role of cortical 5-HT on these
effects remains to be determined. However, a relation-
ship between 5-HT and schizophrenia stems from two
main observations. First, 5-HT,x /2c receptor agonists
elicit hallucinogenic states in humans resembling
those present in positive symptomatology (Gouzoulis-
Mayfrank et al., 1998), and markedly increase the
firing rate of pyramidal neurons in the mPFC (Puig
et al., 2003). Likewise, the selective activation of 5-
HT,, receptors in rodent mPFC increases local 5-HT
release (Amargos-Bosch et al., 2004; Bortolozzi et al.,
2003; Martin-Ruiz et al., 2001 ; Puig et al., 2003), which
could point to an activation of mPFC serotonergic
transmission in the illness. Second, atypical anti-
psychotics are effective 5-HT,5 receptor antagonists.
In previous studies we have shown that antipsychotic
drugs reverse the increase of the local extracellular
5-HT induced by the pharmacological stimulation of
the mPFC with 5-HT,, and «;-adrenergic receptor
agonists (Amargos-Bosch et al., 2003; Bortolozzi et al.,
2003). In the present work, we have examined the
effects of clozapine, olanzapine and haloperidol on
the efflux of 5-HT in the mPFC elicited by PCP and
ketamine. In an attempt to understand the contri-
bution of 5-HT:s,sc and a;-adrenergic receptors in
the action of these antipsychotic drugs, the effects of
ritanserin and prazosin were also tested.

Materials and methods
Animals

Male Wistar rats (Iffa-Credo, Lyon, France) weighing
250-280 g were used. They were maintained on a 12-h
light/dark cycle (lights on at 07:00 hours) and housed
three per cage before surgery and individually after
surgery. Food and water were always freely available.
All experimental procedures were carried out in strict
accordance with European Communities Council

Directive on ‘Protection of Animals Used in Experi-
mental and Other Scientific Purposes’ of 24 November
1986 (86/609/EEC) and were approved by the In-
stitutional Animal Care and Use Committees.

Drugs

Phencyclidine hydrochloride, ritanserin and prazosin
hydrochloride were purchased from Sigma-Aldrich
(Tres Cantos, Spain). Ketamine hydrochloride
(Ketolar"™, 50 mg/ml) and haloperidol were pur-
chased as injectable solutions from Pfizer and Lab-
oratorios Esteve (Barcelona, Spain) respectively.
Clozapine was obtained from Tocris (Bristol, UK).
Olanzapine and citalopram hydrobromide were gen-
erously donated by Eli Lilly & Co (Indianapolis, IN,
USA) and H. Lundbeck A/S (Copenhagen-Valby,
Denmark) respectively. PCP and Ketolar" were dis-
solved in distilled water or artificial cerebrospinal
fluid according to the route of administration. Cloza-
pine, olanzapine, prazosin and ritanserin were dis-
solved in a few drops of glacial acetic acid and further
diluted with distilled water for systemic adminis-
tration, or artificial cerebrospinal fluid (see below for
composition) for local application through dialysis
probes. When needed, the pH of the final concen-
trations was adjusted to 6.5-7.0 with NaHCQO,. Because
PCP and ketamine were administered intraperiton-
eally (i.p.) and subcutaneously (s.c.) respectively, two
different control groups were run in parallel. One
group consisted of a first s.c. injection followed 20 min
later by an i.p. injection of saline and served as control
for the experiment with PCP. The other group con-
sisted of two s.c. injections of saline and served as
control for the ketamine experiment. When anti-
psychotics, prazosin and ritanserin were administered
alone, a single s.c. injection of saline served as control

group.

Microdialysis procedures

Concentric dialysis probes with a 4-mm long mem-
brane were implanted under sodium pentobarbital
anaesthesia (60 mg/kg ip.) in the mPFC (AP
+32mm, L —0.8 mm, DV —6.0 mm; from Bregma)
according to Paxinos and Watson (1986). Microdialysis
experiments were conducted 20-24 h after surgery in
freely moving rats by continuously perfusing probes
with artificial cerebrospinal fluid containing 125 mwm
NadCl, 2.5 mm KCl, 1.26 mm CaCl,, 1.18 mm MgCl, and
1 um citalopram, at a rate of 1.5ul/min. Dialysate
samples of 30 ul were collected every 20 min. After a
100-min stabilization period, four dialysate samples
were collected to obtain basal 5-HT values before
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pharmacological treatment. At the completion of
dialysis experiments, rats were given an overdose of
sodium pentobarbital and a Fast Green solution was
perfused through the dialysis probes to stain the
surrounding tissue.

Biochemical determinations

The concentration of 5-HT in dialysate samples
was determined by HPLC using a 3-um octadecylsilica
(ODS) column (7.5cm x0.46 cm; Beckman, San
Ramon, CA, USA) and detected amperometrically
with a Hewlett-Packard 1049 detector (Palo Alto, CA,
USA) set at an oxidation potential of 0.6 V. The
detection limit for 5-HT was estimated to be ~1 fmol/
sample.

Experimental design

Basically, each experimental group started with the
collection of four dialysate samples before drug ad-
ministration (basal values). Then, a systemic injection
(i.p. or s.c.) of saline or a drug (clozapine, olanzapine,
haloperidol, prazosin or ritanserin), followed by the
administration of a NMDA receptor antagonist (PCP
or ketamine) or saline. To examine the local effects of
NMDA receptor antagonists on extracellular 5-HT,
successive increasing concentrations of PCP or keta-
mine were perfused for 80 min following the collection
of four basal dialysate samples. The rats of the corre-
sponding control group were perfused only with arti-
ficial cerebrospinal fluid.

Statistics

Data (mean+s.M.) are expressed as fmol/fraction
(uncorrected for recovery) and shown in figures
as percentages of basal values, averaged from four
fractions collected before treatment. The changes in
dialysate 5-HT were analysed by two-way repeated-
measures analysis of variance (ANOVA) with time
and drug as factors. Area under the curve (AUC) was
also calculated for the different treatments and ex-
pressed as percentage from the same period of control
rats. When significant effects were found, post-hoc
Newman-Keuls tests were used to compare the effects
of each drug (or combination thereof) with the corre-
sponding control group. The level of significance was
set at p <0.05. For the sake of clarity, significant effects
are depicted only in the AUC figures.

Results

The basal (pre-drug) concentration of 5-HT was not
significantly different among all experimental groups

200

150

100

5-HT (% of baseline)

(L

Z NV
2 NF

0 10 30 100 300 0 100 3001000
PCP Ketamine

Figure 1. Effects of the local perfusion of different
concentrations (in gm) of PCP (11=5 for each concentration)
and ketamine (11 =5 for each concentration) on the 5-HT efflux
in the mPFC. There was no significant effect of any NMDA
receptor antagonist at the concentrations tested. Data

(mean +s.e.m.) are expressed as percentage of baseline.

and amounted to 37.6 +1.7 fmol/sample (1 =126). The
perfusion of PCP (10, 30, 100, 300 zm) or ketamine (100,
300, 1000 um) in the mPFC did not change the local
concentration of 5-HT (Figure 1). There was no differ-
ence between the three control groups used with
regard to dialysate 5-HT. As described thoroughly in
the literature, the systemic administration of PCP
(5mg/kg i.p.) and ketamine (25 mg/kg s.c.) to rats
evoked a marked hyperlocomotion and stereotypies
(behavioural observation). The concentration of 5-HT
was also elevated significantly following the systemic
administration of PCP (F,;,=17.28, p<0.002) and
ketamine (F,,,=16.26, p <0.002). The eftect of PCP was
~20% higher than that of ketamine, but this difference
did not reach statistical significance. The PCP-induced
increase of 5-HT was suppressed by clozapine 1.0 mg/
kg s.c. (F;1;=10.79, p<0.01), olanzapine 1.0 mg/kg s.c.
(Fy4=5.24, p<0.05), ritanserin 5.0 mg/kg i.p. (F,;;=
5.12, p<0.05) and prazosin 0.3 mg/kg s.c. (F, y=14.08,
p<0.005), but not by haloperidol 0.1 mg/kg and
1.0 mg/kg s.c. (Figure 2). In a similar way, the keta-
mine-induced increase of 5-HT was abolished by
clozapine 1.0 mg/kg s.c. (F,,,=12.92, p<0.005), olan-
zapine 1.0 mg/kg s.c. (F,14=>5.61, p<0.05) and prazo-
sin 0.3 mg/kg s.c. (F,,2=30.66, p <0.0002), but not by
haloperidol 1.0 mg/kg s.c. and ritanserin 5.0 mg/kg
i.p. (Figure 3). When injected alone (Figure 4), cloza-
pine 1.0 mg/kg s.c. (F;3=8.38, p<0.02), haloperidol
1.0mg/kg s.c. (F;=639, p<0.05) and prazosin
0.3 mg/kg s.c. (F,3=15.67, p<0.005), reduced mPFC
5-HT to the same extent (~70% of baseline values). In
contrast, ritanserin 5.0 mg/kg i.p. resulted in a 20%
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Figure 2. Effects of phencyclidine (PCP) 5 mg/kg i.p. on the
5-HT efflux in the mPFC alone (n=8) or in combination with
antipsychotic drugs (a) or receptor antagonists (b). Data
(mean +s.E.M.) in (a) and (b) are expressed as percentage of
baseline. The group SAL +PCP in (a) has been replotted in
(b). Data in (c) represent the area under the curve (AUC) of
the different treatments. PCP increased dialysate 5-HT with
respect to the control group (1 =6) that received two
injections of saline (SAL). The effect of PCP was blocked by
pretreatment with clozapine 1.0 mg/kg s.c. (CLZ, n=5),

increase (F;,; =10.05, p <0.01) and olanzapine 1.0 mg/
kg s.c. produced no change in dialysate 5-HT. It was
of note that none of these drugs evoked any gross
behavioural change when administered alone (behav-
ioural observation).

Discussion

The first main finding of this study is that the systemic
administration of the NMDA receptor antagonists,
PCP and ketamine, increases the efflux of 5-HT in the
mPFC. To the best of our knowledge, this was pre-
viously shown for PCP (Adams and Moghaddam,
2001; Martin et al., 1998a; Millan et al., 1999), but not
for ketamine. Likewise, previous work had shown
increases in 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) fol-
lowing MK-801 administration (Kashiwa et al., 1995;
Lindefors et al.,, 1997; Loscher et al.,, 1993), which
could be indicative of an enhanced 5-HT metabolism
and/or release. Altogether these findings indicate that
an increased serotonergic transmission in the mPFC is
a general response to NMDA receptor hypofunction.
There does not seem to be differences between com-
petitive and non-competitive NMDA receptor an-
tagonists since both classes of compounds produce a
similar activation of cortical serotonergic pathways
(Loscher et al., 1993) and 5-HT release (Ceglia et al.,
2004). Furthermore, this effect does not result from a
direct action of these compounds on the mPFC be-
cause the local application of PCP or ketamine did not
produce any change in the concentration of 5-HT.
In line with our results, the intra-mPPFC administration
of NMDA receptor antagonists does not affect the local
neuronal activity (Aghajanian and Marek, 2000; Jodo
et al., 2003; Suzuki et al., 2002), which suggests that
the NMDA receptors responsible for such actions are
located outside the mPFC. One possible site of action
of NMDA receptor antagonists is the ventral hippo-
campus because the local application of PCP or
MK-801 in this region increases the firing of pyramidal
neurons in the mPFC (Jodo et al., 2005). According to
the hypothesis of the disinhibition of glutamatergic
input to the mPFC (see Introduction), PCP and keta-
mine would increase glutamate release onto
non-NMDA receptors in the mPFC (Krystal et al.,
2003; Lorrain et al., 2003; Moghaddam et al., 1997).

olanzapine 1.0 mg/kg s.c. (OLZ, n=8) and prazosin 0.3 mg/
kg, s.c. (PRZ, n=4), but not by haloperidol 0.1 mg/kg s.c.
(HAL 0.1, n =4), haloperidol 1.0 mg/kg s.c. (HAL 1, n=5) or
ritanserin 5.0 mg/kg i.p. (RIT, n=5). * p <0.05 compared to
SAL +PCP group and # p <0.05 compared to SAL+SAL
group.
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Figure 3. Effects of ketamine (KET) 25 mg/kg s.c. on the 5-HT
efflux in the mPFC alone (i1 =9) or in combination with
antipsychotic drugs (a) or receptor antagonists (b). Data
(mean +s.E.:m.) in (a) and (b) are expressed as percentage of
baseline. The group SAL+KET in (a) has been replotted in
(b). Data in (c) represent the area under the curve (AUC) of
the different treatments. Ketamine increased dialysate 5-HT
with respect to the control group (n=>5) that received two

The stimulation of such non-NMDA receptors would,
in turn, produce an enhanced glutamatergic output
from the mPFC neurons, including those projecting to
the dorsal raphe nucleus, thereby enhancing sero-
tonergic cell firing and cortical 5-HT efflux. Therefore,
the observed effects on 5-HT efflux would be second-
ary to a primary release of glutamate in the mPFC. In
line with these results, the release of 5-HT in the mPFC
evoked by the 5-HT,x ¢ receptor agonist 1-(2,5-di-
methoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane (DOI) or the
a,-adrenoceptor agonist cirazoline was reversed by
the «a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propi-
onate (AMPA)/kainate receptor blockade and by the
activation of mGluR2/3 receptors (Amargos-Bosch et
al., 2003: Bortolozzi et al., 2003; Martin-Ruiz et al.,
2001). However, although this functional interplay
between the mPFC and the dorsal raphe nucleus is
well documented (Amargos-Bosch et al., 2003; Celada
et al., 2001; Hajos et al., 1998; Lucas et al.,, 2005;
Martin-Ruiz et al., 2001), a direct influence of NMDA
receptor antagonists on serotonergic neurons at the
level of the dorsal raphe nucleus cannot be discarded.
Indeed, the local application of MK-801 into the dorsal
raphe nucleus increases the local release of 5-HT both
in vitro (Callado et al., 2000) and in vivo (Tao and
Auerbach, 2000). A third alternative could be that the
NMDA receptor antagonist-induced excess of cortical
glutamate would act on AMPA receptors presumably
located on serotonergic terminals in the mPFC, thus
promoting 5-HT release. Several reports have de-
scribed the presence of such AMPA receptors in the
presynaptic compartment with a role in the regulation
of transmitter release (Schenk and Matteoli, 2004).
Moreover, the existence of presynaptic AMPA
receptors in serotonergic nerve endings has been
proposed in other regions of the brain (Maione et al.,
1997) although it remains to be determined in the
mPFC.

The second important finding of the present study
is that the increased efflux of 5-HT produced by the
systemic administration of PCP and ketamine was
reversed by the atypical antipsychotics clozapine and
olanzapine, but not by the classical antipsychotic
haloperidol. The blocking effect of olanzapine was

injections of saline (SAL). The effect of ketamine was blocked
by pretreatment with clozapine 1.0 mg/kg s.c. (CLZ, n=5),
olanzapine 1.0 mg/kg s.c. (OLZ, n=7) and prazosin 0.3 mg/
kg s.c. (PRZ, n=5), but not by haloperidol 1.0 mg/kg s.c.
(HAL 1, n=4) or ritanserin 5.0 mg/kg i.p. (RIT, n=4).

* p<0.05 compared to SAL+KET group and # p<0.05
compared to SAL +SAL group.
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Figure 4. Effects of haloperidol 1.0 mg/kg s.c. (HAL 1, n=4),
olanzapine 1.0 mg/kg s.c. (OLZ, n=4), clozapine 1.0 mg/kg
s.c. (CLZ, n=6), ritanserin 5.0 mg/kg i.p. (RIT, n=6) and
prazosin 0.3 mg/kg s.c. (PRZ, n=>5) on 5-HT efflux in the
mPFC. Data (mean +s.e.m.) in (a) are expressed as percentage
of baseline. Data in (b) represent the area under the curve
(AUC) of the different treatments. With respect to the saline-
treated group (SAL, n=7), only haloperidol (* p <0.05),
clozapine (* p<0.02) and prazosin (* p <0.005) significantly
reduced 5-HT efflux.

delayed in comparison with that of clozapine, which
may be related to differences in kinetics of the drugs.
In general, atypical antipsychotics have been shown to
be more effective than classical antipsychotics in re-
versing behavioural deficits (for review, see Jentsch
and Roth, 1999) and the blockade of NMDA responses
on pyramidal neurons of the mPFC (Wang and Liang,
1998) elicited by PCP. It remains to be determined,
however, if the effects of clozapine and olanzapine are
dependent on cortical glutamate changes. Previous
research appeared to point in that direction inasmuch
as clozapine tended to block glutamate efflux induced
by PCP (Adams and Moghaddam, 2001). However,
the high variability of the responses precluded any

definitive conclusion. On the other hand, the effects of
PCP and ketamine were antagonized by the selective
a,-adrenoceptor antagonist prazosin. Both clozapine
and haloperidol possess a similar affinity for the
a-adrenoceptor (Arnt and Skarsfeldt, 1998; Millan
et al., 1998) and together with olanzapine are able to
inhibit serotonergic cell firing in the dorsal raphe
nucleus through «,-adrenoceptor antagonism (Millan
et al., 1998; Sprouse et al., 1999). Furthermore, cloza-
pine and haloperidol occupy a similar amount (~50%)
of cortical a,-adrenoceptors at the doses used in the
present work (Chaki et al., 1999). Altogether these
findings would suggest that, at the doses tested, the
partial occupancy of a;-adrenoceptors is not respon-
sible for the different effects of these drugs on the
efflux of 5-HT and that these effects would not result
from an inhibition of serotonergic cell firing but rather
from a direct cortical action. In contrast, the dose of
prazosin fully occupies brain a,-adrenoceptors (Patel
etal., 2001). Thus, its effects may result not only from a
post-synaptic action in the mPFC since its local appli-
cation in the mPFC markedly reduced 5-HT release
(Amargds-Bosch et al., 2003), but also from its strong
inhibition of serotonergic cell firing at the raphe level
(Baraban and Aghajanian, 1980). Nevertheless, it
should be kept in mind that the sole blockade of
a-adrenoceptors does not posses antipsychotic action.

In addition to «aj-adrenoceptors, clozapine and
olanzapine exhibit affinities much greater than that of
haloperidol for 5-HT,c receptors (Arnt and Skarsfeldt,
1998; Bymaster et al., 1996). However, antagonism at
5-HT,c receptors increases serotonergic transmission.
Thus, a selective 5-HTyc receptor antagonist (SB
242084) is able to potentiate cortical 5-HT release eli-
cited by 5-HT reuptake blockade (Cremers et al., 2004).
This is probably the mechanism by which ritanserin
slightly but significantly increased mPFC 5-HT in the
present work.

Finally, clozapine and olanzapine share a high
affinity for the 5-HT,, receptor (Arnt and Skarsfeldt,
1998; Bymaster et al., 1996), which suggests that this
receptor could theoretically play a role in the action of
these drugs in reducing the increased efflux of 5-HT
evoked by PCP and ketamine. In fact, the 5-HT,4 /2c
receptor antagonist ritanserin was able to abolish
the effects of PCP on the 5-HT efflux, which can be
predominantly attributed to its 5-HT,, antagonistic
properties (see above). In accord with our results, the
selective 5-HT,, receptor antagonist, M100907, offsets
the PCP-induced hyperlocomotion, although PCP
does not directly interact with 5-HT.s receptors
(Millan et al., 1999). In addition, the pharmacological
stimulation of the mPFC with S-AMPA is also
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reversed by 5-HT,, receptor antagonists (Amargos-
Bosch et al., 2003), which suggests that the 5-HT,x
antagonism is able to counteract an excessive stimu-
lation of AMPA receptors in the mPFC. However,
ritanserin did not antagonize the ketamine-induced
increase in 5-HT efflux, despite it being somewhat
lower than that produced by PCP. One possibility of
reconciling these apparently discordant findings is
that 5-HT34 /2c receptor blockade may be effective only
in conditions of a high serotonergic tone. In accord-
ance with this, M100907 can block MK-801-induced
hyperlocomotion, but not after 5-HT depletion (Martin
et al, 1998b). The precise location of the 5-HT,a
receptors responsible for these effects remains to be
determined. It is of significance that, although
M100907 is able to block the effects of 5-HT, receptor
agonists at the level of the dorsal raphe nucleus
(Boothman et al., 2003), the evidence that 5-HT cells
do not express 5-HT, receptors (Cornea-Hébert et al.,
1999; Pompeiano et al., 1994) further suggests that
post-synaptic (possibly cortical) 5-HT, receptors are
involved.

Regardless of the precise mechanism, it seems that
the ability to prevent the NMDA receptor antagonist-
induced enhancement of 5-HT efflux in the mPFC may
be a characteristic of atypical antipsychotic drugs. At
the dose of 1 mg/kg, it is possible that occupancy of
both a,-adrenergic and 5-HT,, receptors by clozapine
and olanzapine may contribute to the blockade of the
NMDA receptor antagonism-induced increase in cor-
tical 5-HT efflux. Given that an overactive serotonergic
transmission has been inferred to occur in schizo-
phrenia, a reduction of 5-HT in the mPFC may be
suggestive of a better antipsychotic profile for
negative-cognitive symptoms. It must be taken into
consideration, however, that the effects observed in
the present work are limited to the pharmacological
profiles of clozapine and olanzapine. While all classi-
cal antipsychotics are characterized by a predominant
D, receptor antagonism, within the atypical class each
drug possesses a distinct pharmacological profile. It is,
therefore, difficult to assign the blockade of NMDA
receptor antagonist-induced release of cortical 5-HT
to a particular receptor interaction, although the

5-HT,» receptor seems to have an important
contribution.
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Trabajo 2:

Clozapine and haloperidol differently suppress the MK-801 increased
glutamatergic and serotonergic transmission in the medial prefrontal
cortex of the rat.

Lépez-Gil X., Babot Z., Amargés-Bosch M., Sufiol C., Artigas F. and Adell A.

Neuropsychopharmacology, 32, 2087-2097

Nuestro objetivo es caracterizar los efectos de la administracion del
antagonista NMDA MK-801 sobre la neurotransmisién cortical de serotonina vy
glutamato. Para ello se administr6 MK-801 de forma sistémica mientras
perfundimos a través de la sonda de microdialisis TTX y NBQX, un antagonista
AMPA /kainato. El incremento que el MK-801 provoca en la concentracién
extracelular de serotonina y glutamato en la corteza es dependiente de impulso
nervioso y estd mediado por una activacidn sobre los receptores AMPA/kainato
como muestra su bloqueo por TTX y NBQX, respectivamente. Estas alteraciones
pueden ser bloqueadas de forma diferencial por los antipsicoticos: mientras que el
haloperidol solo fue capaz de evitar el aumento de glutamato, la clozapina pudo
bloquear tanto el aumento de glutamato como de serotonina. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con la mayor eficacia de la clozapina para mejorar los
sintomas negativos/cognitivos, que estarian mas relacionados con alteraciones de
la transmisién serotonérgica cortical, mientras que los sintomas positivos, tratados
tanto por antipsicoticos clasicos como atipicos, estarian relacionados con los
sintomas positivos. El hecho de que la perfusion local en corteza prefrontal de los
antipsicoticos muestre el mismo resultado que su administracion sistémica muestra
que esta regién del cerebro juega un papel clave para la realizacion de sus efectos.
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Clozapine and Haloperidol D

MK-801!-Increased Glutamatergic and Serotonergic
Transmission in the Medial Prefrontal Cortex of the Rat

Xavier Lépez-Gil', Zoila Babot', Mercé Amargés-Bosch', Cristina Sufiol', Francesc Artigas'
and Albert Adell*'

'Department of Neurochemistry and Neuropharmacology, Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona, CSIC (IDIBAPS), Barcelona,
Spain

The administration of noncompetitive N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor antagonists such as phencyclidine and ketamine has been
shown to increase the extracellular concentration of glutamate and serotonin (5-HT) in the medial prefrontal cortex (mPFC). In the
present work, we used in vivo microdialysis to examine the effects of the more potent noncompetitive NMDA receptor antagonist, MK-
801, on the efflux of glutamate and 5-HT in the mPFC, and whether the MK-80!-induced changes in the cortical efflux of both
transmitters could be blocked by clozapine and haloperidol given systemically or intra-mPFC. The systemic, but not the local
administration of MK-801, induced an increased efflux of 5-HT and glutamate, which suggests that the NMDA receptors responsible for
these effects are located outside the mPFC, possibly in GABAergic neurons that tonically inhibit glutamatergic inputs to the mPFC. The
MK-80|-induced increases of extracellular glutamate and 5-HT were dependent on nerve impulse and the activation of mPFC AMPA/
kainate receptors as they were blocked by tetrodotoxin and NBQX, respectively. Clozapine and haloperidol blocked the MK-801-
induced increase in glutamate, whereas only clozapine was able to block the increased efflux of 5-HT. The local effects of clozapine and
haloperidol paralleled those observed after systemic administration, which emphasizes the relevance of the mPFC as a site of action of
these antipsychotic drugs in offsetting the neurochemical effects of MK-801. The ability of clozapine to block excessive cortical 5-HT
efflux elicited by MK-801 might be related to the superior efficacy of this drug in treating negative/cognitive symptoms of schizophrenia.

INTRODUCTION

The acute administration of noncompetitive N-methyl-
p-aspartate (NMDA) receptor antagonists such as phency-
clidine (PCP) and ketamine has been considered as a
pharmacological model of schizophrenia because these
drugs can evoke positive and negative symptoms as well
as characteristic cognitive deficits that closely resemble
those of the illness (Javitt and Zukin, 1991; Krystal et al,
1994; Malhotra et al, 1994; Newcomer et al, 1999). For this
reason, schizophrenia has been associated with NMDA
receptor hypofunction (Javitt and Zukin, 1991; Tamminga,
1998). In rats, PCP and the more potent and selective
noncompetitive NMDA antagonist, dizocilpine (MK-801),
bring about hyperlocomotion and stereotypies (Hertel et al,
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1996; Adams and Moghadam, 2001; Homayoun et al, 2004).
These behaviors are thought to result from increased
dopaminergic and serotonergic activities (Giros et al,
1996; Jentsch et al, 1998; Lucki, 1998), and have been
potentially related to positive symptoms of schizophrenia
(Moghaddam and Adams, 1998; Jentsch and Roth, 1999;
Mohn et al, 1999). Furthermore, the behavioral deficits
observed in humans and rodents are distinctly responsive to
clozapine (Bakshi et al, 1994; Maurel-Remy et al, 1995;
Malhotra et al, 1997). Acute NMDA receptor antagonism
has also been reported to increase the release of glutamate
(Moghaddam et al, 1997; Adams and Moghadam, 2001;
Lorrain et al, 2003), dopamine (Moghaddam and Adams,
1998; Mathé ef al, 1999; Schmidt and Fadayel, 1996), and
serotonin (5-HT) (Martin et al, 1998; Millan et al, 1999;
Adams and Moghadam, 2001; Amargds-Bosch et al, 2006) in
the medial prefrontal cortex (mPFC) of rats. These effects
are coincident with an enhanced spontaneous firing rate of
putative pyramidal neurons of the mPFC (Suzuki et al, 2002;
Jackson et al, 2004). The increase in cortical glutamatergic
transmission elicited through the blockade of an excitatory
glutamate receptor (NMDA) may seem contradictory,
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However, it has been postulated that noncompetitive
NMDA receptor antagonists may actually inhibit GABAer-
gic inputs to glutamatergic neurons in the mPFC (Olney and
Farber, 1995; Moghaddam et al, 1997; Krystal et al, 2003). In
fact, GABAergic interneurons in limbic cortex and hippo-
campus are extremely responsive to NMDA receptor
antagonists in comparison with pyramidal neurons (Grunze
et al, 1996; Li et al, 2002), and PCP is able to reduce cortical
GABAergic function (Yonezawa et al, 1998). It remains to be
determined whether this feature can be applied to other
GABAergic cells throughout the brain. Thus, theoretically,
this glutamatergic disinhibition could occur in the mPFC
and/or in areas sending glutamatergic projections to the
mPFC. However, the intra-mPFC administration of PCP or
ketamine was unable to elevate cell firing and loco-
motion (Suzuki et al, 2002) or increase extracellular 5-HT
(Amargos-Bosch et al, 2006). Therefore, it appears that
the NMDA receptors responsible for these effects are
located outside the mPFC, possibly in GABA neurons that
would tonically inhibit glutamatergic efferents in areas that
project densely to mPFC, such as hippocampus, thalamus,
or amygdala.

In a previous work, we showed that acute PCP and
ketamine enhanced extracellular 5-HT in the mPFC,
and that this effect was blocked by systemic clozapine and
olanzapine, but not by haloperidol (Amargds-Bosch et al,
2006). In the present study, we have tested the hypo-
thesis that MK-801 would also increase serotonergic and
glutamatergic transmission in the mPFC and examined the
effects of clozapine and haloperidol, applied both systemi-
cally and intra-mPFC, on these neurochemical changes.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male Wistar rats (Iffa-Credo, Lyon, France) weighing 250-
280 g were used. They were maintained on a 12 h light/dark
cycle (lights on at 0700) and housed three per cage before
surgery and individually after surgery. Food and water
were always freely available. All experimental procedures
were carried out in strict accordance with European
Communities Council Directive on ‘Protection of Animals
Used in Experimental and Other Scientific Purposes’ of 24
November 1986 (89/609/EEC), and were approved by the
Institutional Animal Care and Use Committees. To reduce
the influence of between-day variations on drug effects,
most experimental groups were not completed at once, but
along the duration of the whole work instead.

Drugs and Reagents

Dizocilpine maleate (MK-801), 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-
sulfamoyl-benzo(f)quinoxaline (NBQX), 5-hydroxytrypta-
mine oxalate, o-phthaldialdehyde (OPA) reagent (contain-
ing 1 mg OPA per ml solution with 2-mercaptoethanol as
the sulphydryl moiety), and glutamate were purchased from
Sigma-Aldrich (Tres Cantos, Spain). Clozapine and tetro-
dotoxin (TTX) were from Tocris (Bristol, UK). Haloperidol
was obtained as an injectable solution (5mg/ml dissolved
in 0.5% lactic acid) from Laboratorios Esteve (Barcelona,
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Spain). Citalopram hydrobromide was generously donated
by H Lundbeck A/S (Copenhagen-Valby, Denmark).
MK-801 was dissolved in saline for intraperitoneal (i.p.)
administration or in artificial cerebrospinal fluid (see below
for composition) for local application through dialysis
probes. Clozapine was dissolved in a few drops of glacial
acetic acid and further diluted with saline for subcutaneous
(s.c.) administration, or artificial cerebrospinal fluid for local
application. For s.c. administration, haloperidol (5mg/ml)
was brought to 1 mg/ml by diluting five times the injectable
solution with saline. When needed, the pH of the final
concentrations was adjusted to 6.5-7.0 with NaHCO;.
Appropriate vehicles were administered in control groups.

Microdialysis Procedures

Concentric dialysis probes with a 4-mm long membrane
were implanted under sodium pentobarbital anesthesia
(60 mg/kg, i.p.) in the mPFC (AP +3.2mm, L —0.8 mm, DV
—6.0mm; from bregma), according to Paxinos and
Watson (1986). Microdialysis experiments were conducted
20-24 h after surgery in freely moving rats by continuously
perfusing probes with artificial cerebrospinal fluid contain-
ing 125mM NaCl, 2.5mM KCl, 1.26 mM CaCl,, 1.18 mM
MgCl,, and 1puM citalopram. The addition of an uptake
inhibitor to the perfusion fluid is used in some micro-
dialysis studies to decrease clearance from the extracellular
space and magnify the release component of extracellular
5-HT (Adell et al, 2002). On the other hand, low concen-
trations of 5-HT uptake blockers, such as that used in the
present study, are without effect on dialysate glutamate
in vivo (Langman et al, 2006; Queiroz and Artigas,
unpublished results). Interestingly, voltammetric studies
have shown that MK-801 may interact with the serotonin
transporter (Iravani ef al, 1999; Callado et al, 2000), thereby
underscoring the importance of including citalopram in the
perfusion fluid.

The artificial cerebrospinal fluid was perfused at a rate of
1.5 ul/min with a WPI model sp220i syringe pump (WPI,
Aston, Stevenage, UK) attached to an overhead liquid swivel
(Instech, Plymouth Meeting, PA). Dialysate samples of 30 pl
were collected every 20 min and divided into two fractions
for the determination of 5-HT (20 pl) and glutamate (10 pl).
The in vitro dialysis probe recoveries for 5-HT and
glutamate were 15 and 17%, respectively. Owing to the
incidental occurrence of chromatographic problems, for
some rats data on only one transmitter (glutamate or 5-HT)
were available. After a 100 min stabilization period, four
dialysate samples were collected to obtain basal transmitter
values (expressed as concentration of transmitter in a
30 pl sample) before any pharmacological treatment. At the
completion of dialysis experiments, rats were given an
overdose of sodium pentobarbital and a fast green solution
was perfused through the dialysis probes to stain the
surrounding tissue for subsequent histological examination.

Biochemical Determinations

The concentration of 5-HT in dialysate samples was
determined by an HPLC system consisting of a Waters
717plus autosampler (Waters Cromatografia, Cerdanyola,
Spain), a Hewlett-Packard series 1050 pump (Agilent
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Technologies, Las Rozas, Spain), a 3-uM octadecylsilica
(ODS) column (7.5c¢m x 0.46 cm; Beckman, San Ramon,
CA), and an amperometric detector Hewlett-Packard 1049
(Agilent Technologies) set at an oxidation potential of 0.6 V.
The mobile phase consisted of 0.15M NaH,PO,, 1.8 mM
octyl sodium sulfate, 0.2mM EDTA (pH 2.8, adjusted
with phosphoric acid), and 30% methanol and was pumped
at 0.7ml/min (Adell and Artigas, 1998). For the deter-
mination of glutamate, another HPLC system was used,
which consisted of a Waters 717plus autosampler, a Waters
600 quaternary gradient pump, and a Nucleosil 5-uM ODS
column (10cm x 0.4cm; Teknokroma, Spain). Dialysate
samples were precolumn derivatized with OPA reagent
and all this process was carried out by the autosampler.
Briefly, 90 ul distilled water was added to the 10 pl dialysate
sample and this was followed by the addition of 15 pl of the
OPA reagent. After 2.5 min reaction, 80 pl of this mixture
was injected into the column. Detection was carried out
with a Waters 470 Scanning Fluorescence Detector using
excitation and emission wavelengths of 360 and 450 nm,
respectively. The mobile phase consisted of 0.1 M sodium
acetate, 5.5mM triethylamine (pH 5.5) containing 10-70%
acetonitrile and was pumped at 0.8 ml/min (Babot et al,
2005). The detection limits for 5-HT and glutamate were
4 fmol and 0.3 pmol, respectively (signal-to-noise ratio 3).

Statistics

Data (mean+ SEM) are expressed as fmol/30pul for 5-HT
and pmol/30pl for glutamate, and shown in figures as
percentages of basal values, averaged from four fractions
collected before treatment. Unless otherwise stated, the
changes in dialysate 5-HT and glutamate were analyzed by
two-way repeated measures analysis of variance (ANOVA)
with time and treatment as factors. When significant effects
were found, post hoc Newman-Keuls multiple comparison
tests were used to compare effects of different treatment
groups. In some cases areas under the curve (AUC) of
selected time intervals were calculated and compared using
ANOVA followed by post hoc Newman-Keuls tests, where
appropriated. The level of significance was set at p<0.05.

RESULTS

The basal (predrug) concentrations of 5-HT and gluta-
mate in dialysate samples of the mPFC, not corrected for
in vitro recovery, were 50,3+ 1.8 fmol/30ul (n=155) and
7.240.6 pmol/30 pl (n = 164), respectively.

Effects of MK-801

As described previously in the literature (Homayoun et al,
2004; Jackson et al, 2004) the systemic administration of
MK-801 to rats evoked marked hyperlocomotion and
stereotypies (behavioral observation). Two-way ANOVA
showed that with respect to saline-injected group, the
administration of MK-801 (0.5-1mg/kg, i.p.) enhanced
dose dependently the extracellular concentration of 5-HT
(Figure la) as demonstrated by the significant effect of
treatment (FZ,ZUZIZ.S, p<0.0005), time (F15,300:5.9,
p<0.00001), and treatment x time interaction (Fips00=
3.3, p<0.00001). Post hoc comparisons showed that the
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increase elicited by 1 mg/kg MK-801 was higher than that
of 0.5mg/kg (p<0.05; Newman-Keuls test). The systemic
administration of MK-801 also increased extracellular
glutamate (Figure 1b), as shown by the significant effect
of treatment (F,,s=15.0, p<0.0003), time (F5,5=>5.0,
p<0.00001), and treatment x time interaction (Fsq 225 = 4.6,
Pp<0.00001). However, only the dose of 1.0 mg/kg MK-801
significantly increased dialysate glutamate (p<0.001;
Newman-Keuls test). For this reason, this latter dose was
used for subsequent experiments. As described before for
PCP (Adams and Moghadam, 2001), glutamate increased
more slowly than 5-HT after MK-801 administration. On the
contrary, the intra-mPFC perfusion of MK-801 at 30, 100,
and 300 pM for 80 min was without etfect on dialysate 5-HT
and glutamate (Figure 1c). To exclude any possible
delayed effect of intracortical MK-801, a further experiment
was carried out in which a concentration of 300 uM of the
compound was perfused through the dialysis probe for 4 h.
This long perfusion of MK-801 did not alter the concentra-
tions of 5-HT and glutamate in the mPFC (Figure 1d).
The local application of the AMPA/kainate antagonist,
NBQX (300 uM), suppressed the MK-801-induced increase
in 5-HT (F,,,=9.2, p<0.02; Figure la) and glutamate
(F1,10=16.7, p<0.03; Figure 1b). When given alone, NBQX
did not change 5-HT and glutamate levels in comparison to
the corresponding control group. TTX (1uM) also sup-
pressed MK-801-induced increase in 5-HT (F,,,=136.2,
Pp<0.00001; Figure 1a) and glutamate (F, ;, =10.0, p<0.01;
Figure 1b) although with different efficacy. Thus, whereas
TTX completely abolished the increase in 5-HT elicited by
1 mg/kg MK-801, it reduced glutamate levels to 40% of those
induced by MK-801, as calculated using AUC from time =0
to time=4h (f=3.1, p<0.01; Student’s t-test, two-tailed).
When perfused alone, TTX also abolished basal dialysate
5-HT (Fy,10=95.5, p<0.00001; Figure la), whereas it was
without effect on basal dialysate glutamate (Figure 1b).

Effects of Systemic Administration of
Antipsychotic Drugs

The administration of haloperidol (1 mg/kg, s.c.) failed to
block the increase in 5-HT elicited by MK-801 (Figure 2a),
but effectively blocked that of glutamate (Figure 2b) as
demonstrated by the significant effect of treatment (F; 5y =
12.5, p<0.0001), time (Fjs300=4.7, p<0.00001), and
treatment x time interaction (Fys5300 = 3.7, p<0.00001). On
the other hand, clozapine (1-5mg/kg, s.c.) reduced MK-
801-induced increase in dialysate 5-HT in a dose-dependent
manner (Figure 3a), as demonstrated by the significant
effect Of treatment (F3,24 = 7.3, P {00{}2), time (F15,360 = 7.3,
p<0.00001), and the interaction between both factors
(45,360 = 4.2, p<0.00001). Clozapine (1-5mg/kg, s.c.) also
decreased MK-801-induced increase in dialysate glutamate
in a dose-dependent manner (Figure 3b), as demonstrated
by the significant effect of treatment (F;,;,=9.4, p<0.001),
time (Fy52¢5=8.0, p<0.000001), and treatment x time
interaction (Fy5285=3.2, p<0.000001). The effects of
systemic clozapine were significant only at the dose of
5mg/kg (p<0.05 for 5-HT and p<0.005 for glutamate;
Newman-Keuls test), although the effect of the lowest dose
almost reached significance for glutamate (p =0.051; New-
man-Keuls test). When administered alone, haloperidol
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Effects of MK-801 (0.5 and | mg/kg, i.p.) and of the local perfusion of NBQX (300 uM) and TTX (| pM) on the MK-801 (| mg/kg, ip.)-induced

efflux of 5-HT (a) and glutamate (b) in the mPFC. Data (mean 4 SEM) are expressed as percentage changes of the four basal predrug values. Number of
animals is given in parentheses. NBQX or TTX was perfused from time 0 to time 4 h (line). The effects of the local perfusion for 80 min of three different
concentrations of MK-801 in the mPFC on dialysate 5-HT and glutamate are depicted in (). Data in (c) are expressed as percentage of AUC calculated from
four consecutive samples of 4 (5-HT) and 5 animals (glutamate). The effects of the local perfusion of 300 pM MK-801 for 4 h in the mPFC on dialysate 5-HT

and glutamate (Glu) are depicted in (d).

(I mg/kg, s.c; Figure 2) and clozapine (1-5mg/kg, s.c;
Figure 3) failed to alter dialysate 5-HT or glutamate.

Effects of Local Application of Antipsychotic Drugs in
the mPFC

The intra-mPFC perfusion of haloperidol (3, 30 pM) failed
to modify the MK-801-induced increase in dialysate 5-HT
(Figure 4a). However, the same concentrations of haloper-
idol suppressed the MK-801-induced increase in glutamate
in a concentration-dependent manner (Figure 4b), as demo-
nstrated by the significant effect of treatment (F, ;9 =13.2,
p<0.001), time (F,5,85=11.0, p<0.00001), and the inter-
action between both factors (Fsq 255 = 5.5, p<0.00001). Post
hoc comparisons showed that only 30uM haloperidol
significantly blocked the effects of MK-801 on glutamate
(p<0.001; Newman-Keuls test). Intra-mPFC perfusion of
clozapine (30, 100, and 300 uM) reduced MK-801-evoked
increase in dialysate 5-HT in a concentration-dependent
manner (Figure 5a), as demonstrated by the significant
effect of treatment (F, 33 =7.0, p<0.0005), time (F;5495=
15.9, p<0.00001), and treatment x time interaction
(Fs0,005 = 4.3, p<0.00001). Post hoc comparisons showed
that only 300uM clozapine produced a significant effect
(p<0.05; Newman-Keuls test). In contrast, the three
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concentrations of clozapine were equipotent in blocking
the MK-801-induced increase in glutamate (Figure 5b),
as demonstrated by the significant effect of treatment
(F4‘29 =12.7, P(0.0000]), time (F15‘435 =7.0, p{O-OOOOOI),
and their interaction (Fgq 435 = 4.9, p<0.000001).

When perfused alone, haloperidol (3 and 30uM) had
no effect on dialysate 5-HT (Figure 6a) and glutamate
(Figure 6b). Intra-mPFC perfusion of clozapine (30, 100,
and 300 uM) decreased dialysate 5-HT in a concentration-
dependent manner (Figure 7a), as demonstrated by the
significant effect of treatment (F;,, =3.7, p<0.03), time
(Fy5315=2.3, p<0.005), and the interaction between
both factors (Fy53,5=1.6, p<0.02). Clozapine had also a
significant effect on dialysate glutamate (Figure 7b), as
demonstrated by the significant effect of treatment (F; 5, =
3.3, p<0.05), time (F;5300=2.3, p<0.005), and the inter-
action of both factors (Fys300=1.7, p<0.01). Post hoc
comparisons showed that only 300 uM clozapine increased
significantly the concentration of glutamate (p<0.05;
Newman-Keuls test).

DISCUSSION

The first finding of the present study is that systemic
administration of the NMDA receptor antagonist, MK-801,
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enhanced the extracellular concentration of 5-HT and
glutamate in the mPFC. This was previously shown for
PCP (Adams and Moghadam, 2001). The kinetics of MK-
801-induced changes in glutamate strongly paralleled those
of induction of cortical c-fos mRNA, which also peaked at
3-4h after the administration of MK-801 (Viisdnen et al,
1999). This coincidence suggests that induction of c-fos
mRNA synthesis would likely result from increased cortical
glutamate efflux. These increases in 5-HT and glutamate are
dependent on nerve impulse because they were inhibited
by TTX, although to a different extent. Thus, basal and
MK-801-induced elevation of 5-HT were both completely
dependent on nerve impulse. However, basal dialysate
glutamate in the mPFC was not blocked by TTX, in good
agreement with prior work (Moghaddam, 1993; Timmer-
man et al, 1999), which pointed out that only a minor
portion of basal extracellular glutamate is indeed exocyto-
tically released (Timmerman and Westerink, 1997).
Nevertheless, the present study evidenced that MK-801-
stimulated glutamate efflux is largely TTX dependent, that is
released from neurons in an impulse-dependent manner.
This is in line with previous work showing that the efflux of
glutamate elicited by ketamine was also fully dependent on
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Figure 3 Effects of pretreatment (first arrow) with clozapine (| or 5mg/
kg s.c: CLZ | or CLZ 5) on the efflux of 5-HT (a) and glutamate (b} in the
mPFC elicited by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; second arrow). Data (mean + SEM)
are expressed as percentage changes of the four basal predrug values.
MNumber of animals is given in parentheses, The control group received two
injections (saline and vehicle) and, for the sake of clarity, is depicted as a
dotted line.

nerve impulse (Lorrain et al, 2003). It remains to be
determined, however, the provenance of NMDA receptor
antagonist-stimulated extracellular glutamate in the mPFC.
The fact that local perfusion of PCP, ketamine, and MK-801
in the mPFC failed to elicit the increase in glutamate and/or
5-HT (Lorrain et al, 2003; Amargés-Bosch et al, 2006, this
study) indicates that the NMDA receptors responsible for
these effects are located outside the mPFC. Our results
are consistent with other data showing that the increased
locomotion and firing or EPSCs of putative pyramidal
neurons of the mPFC following systemic administration of
NMDA receptor antagonists (Suzuki ef al, 2002; Jodo
et al, 2003; Jackson et al, 2004) were not mimicked by
intra-mPFC application of these compounds (Aghajanian
and Marek, 2000; Suzuki et al, 2002; Jodo et al, 2005). What
is the actual localization of these NMDA receptors and the
source of the cortical hyperglutamatergic transmission
induced by their blockade? Two of the well-known
ascending glutamatergic inputs to the mPFC arise from
the hippocampus (Carr and Sesack, 1996; Dégenetais et al,
2003) and the mediodorsal nucleus of the thalamus (Kuroda
et al, 1998), and in both areas glutamatergic neurons are
under the control of GABAergic cells (Gigg et al, 1994;
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Figure 4 Effects of the intra-mPFC perfusion (line) of halopenidol (3 and
30puM; HAL 3 and HAL 30, respectively) on the efflux of 5-HT (a) and
glutamate (b) in the mPFC elicited by MK-801 (I mg/kg, ip; arrow). Data
(mean+5EM) are expressed as percentage changes of the four basal
predrug values. Number of animals is given in parentheses. The control
group received an injection of saline and, for the sake of clarity, is depicted
as a dotted line.

Krimer and Goldman-Rakic, 2001). In accordance with
these findings, it has been shown that the local applica-
tion of PCP into the hippocampus increases locomotion and
the firing of pyramidal neurons of the mPFC in freely
moving rats (Jodo et al, 2005). Furthermore, Sharp and
coworkers have described that the blockade of NMDA
receptors in the anterior thalamus by MK-801 resulted in
injury of cortical pyramidal neurons measured by an
increased synthesis of heat-shock protein 70 (HSP-70) in
limbic cortex (Tomitaka et al, 2000; Sharp et al, 2001). Thus,
all these findings suggest that NMDA receptor antagonists
would attenuate the tonic activation of inhibitory (GABA)
neurons (possibly, though not exclusively, in the hippo-
campus and/or the thalamus), which would result in a
disinhibition of glutamatergic input to the mPFC (Olney
and Farber, 1995; Moghaddam et al, 1997; Krystal et al,
2003). In fact, GABAergic neurons are very sensitive to
NMDA antagonism (Grunze et al, 1996; Li et al, 2002),
and PCP and MK-801 are able to reduce dialysate GABA
in the mPFC (Yonezawa et al, 1998) and striatum (Hondo
et al, 1995). Our results would suggest that the GABAergic
control of glutamate efflux within the mPFC would not
have a tonic nature.
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Figure 5 Effects of the intra-mPFC perfusion (line) of clozapine (30, 100,
and 300 pM; CLZ 30, CLZ 100, and CLZ 300, respectively) on the efflux of
5-HT (a) and glutamate (b) in the mPFC elicited by MK-801 (I mglkg, ip.;
arrow). Data (mean+SEM) are expressed as percentage changes of the
four basal predrug values. Number of animals is given in parentheses. The
control group received an injection of saline and, for the sake of clarity, is
depicted as a dotted line.

On the other hand, the increased extracellular concentra-
tions of 5-HT and glutamate elicited by MK-801 are
mediated by a stimulation of cortical AMPA receptors
because they were suppressed by intra-mPFC perfusion of
NBQX. Consistent with our findings, it has been shown that
blockade of AMPA/kainate receptors in the prefrontal
cortex inhibited PCP-induced locomotion and stereo-
typy (Takahata and Moghaddam, 2003). Thus, in line with
previous reports (Moghaddam et al, 1997; Adams and
Moghadam, 2001; Lorrain et al, 2003), MK-801 increases
glutamate release onto AMPA/kainate receptors, which, in
turn, elicit an enhanced glutamatergic output from mPFC
neurons, including those projecting to the dorsal raphe
nucleus, thereby increasing serotonergic cell firing and
cortical 5-HT efflux. Although this functional interplay
between the mPFC and the dorsal raphe nucleus is well
documented (Hajos et al, 1998; Celada et al, 2001; Martin-
Ruiz et al, 2001; Amargos-Bosch et al, 2003; Lucas et al,
2005), we presently cannot rule out the possibility of a direct
effect of MK-801 on serotonergic neurons of the dorsal
raphe nucleus (Callado et al, 2000; Tao and Auerbach, 2000)
and its blockade downstream by NBQX acting on AMPA
receptors putatively located in serotonergic terminals
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Figure 6 Effects of the local perfusion of haloperidol (3 and 30 pM; HAL
3 and HAL 30, respectively) on the efflux of 5-HT (a) and glutamate (b) in
the mPFC. Data (mean + SEM) are expressed as percentage changes of the
four basal predrug values, Number of animals is given in parentheses,

(Maione et al, 1997). With regard to glutamate, however,
although presynaptic AMPA receptors have been described
in striatal glutamatergic axon terminals (Patel ef al, 2001;
Fujiyama et al, 2004), they do not seem to be present in the
cortical counterparts (Fujiyama et al, 2004). Interestingly,
the effect of NBQX on MK-801-induced increase in
5-HT appeared to be biphasic. Thus, NBQX was able to
completely prevent the effect of MK-801 on 5-HT in the first
phase (0-2h), but not in the second (2-4h). Although
further research is warranted to know the mechanisms
underlying these effects, it is possible that the late increase
in cortical serotonergic transmission may result from a
direct stimulation of 5-HT cells within the dorsal raphe
nucleus by MK-801 (Callado ef al, 2000; Tao and Auerbach,
2000), or from the activation of a different brain circuitry
not including the mPFC (for instance hippocampus —
amygdala — raphe).

Taken together that the effects of MK-801 mostly depends
on glutamatergic projections from regions outside the
mPFC, and that AMPA/kainate receptors are located
predominantly in pyramidal cells, it was expected that
NBQX would have blocked the MK-801-induced increase in
5-HT, but not that of glutamate. Unexpectedly, however,
NBQX was able to block both actions of MK-801. It is
conceivable that MK-801 could have elicited an initial subtle
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Figure 7 Effects of the local perfusion of clozapine (30, 100, and 300 puM;
CLZ 30, CLZ 100, and CLZ 300, respectively) on the efflux of 5-HT (a)
and glutamate (b) in the mPFC. Data (mean+SEM) are expressed as
percentage changes of the four basal predrug values, Number of animals is
given in parentheses.

(not measurable in the present conditions) increase in
glutamate from external sources. This glutamate could have
been able to stimulate pyramidal cells immediately and the
subsequent increase in glutamate measured would have
resulted from a cascade of excitation within pyramidal cells,
instead of directly from an external glutamatergic input.
This proposal is consistent with our finding that a lower
dose of MK-801 (0.5mg/kg) was able to increase 5-HT
without altering cortical glutamate. Therefore, the present
results imply that the stimulation of cortical AMPA/kainate
receptors can be achieved by subtle changes in glutamate
level, which cannot be detected in the experimental
conditions used because the stimulation of subcortical
glutamatergic afferents immediately leads to the activation
of pyramidal neurons. Overall, our results suggest that
extracellular glutamate measured after MK-801 administra-
tion would partly arise from mPFC or at least depend on
activation of mPFC output.

The second main finding of the present study is that
clozapine and haloperidol differently blocked the MK-801-
induced increase in 5-HT and glutamate. Thus, in line with
our previous work with PCP and ketamine (Amargds-Bosch
et al, 2006), the systemic administration of clozapine
suppressed the increase of serotonin in the mPFC, whereas
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haloperidol did not. The fact that a higher dose of clozapine
(5mg/kg) was needed to block the effects of MK-801 in
comparison with those of PCP and ketamine (Amargos-
Bosch et al, 2006) could be related to the higher potency of
MK-801 in binding to the NMDA receptor channel. In
contrast, systemic haloperidol completely abolished the
MK-801-induced increase in glutamate. In a previous study,
Adams and Moghadam (2001) showed that clozapine
(10 mg/kg) and haloperidol (0.1 mg/kg) failed to block the
increase in dialysate glutamate elicited by PCP. However, in
this study clozapine was administered i.p., which presum-
ably result in a lower brain concentration of the drug,
possibly insufficient to block the effect of PCP. On the other
hand, it is possible that the blocking actions of clozapine on
glutamate would be more prominent when the stimulated
efflux is higher, which is the case of MK-801 (this study)
compared to PCP (Adams and Moghadam, 2001). In fact,
both clozapine and haloperidol are able to block the effect
of MK-801 on extracellular glutamate. In line with this,
Homayoun and Moghaddam (2007) have recently shown
that clozapine and haloperidol share the ability to markedly
inhibit a small subset of mPFC neurons. Furthermore,
only around 5% of projection neurons in the V layer of the
mPFC project to the dorsal raphe nucleus, according to
Gabbott et al. (2005). Thus, it is conceivable that under
the conditions of the present study (increased 5-HT and
glutamate transmission in the mPFC) haloperidol may be
able to inhibit a subpopulation of pyramidal cells (blockade
of increased glutamate efflux), though sparing cortico-raphe
projections. Alternatively, it could be also possible that
cortico-raphe projecting cells might be inhibited by halo-
peridol, but not to the extent needed to suppress
serotonergic firing distally in the dorsal raphe nucleus and
subsequent cortical 5-HT release. Differences in the
receptor population present in pyramidal cells and the
distinct pharmacological profile of clozapine, acting on
different transmitter receptors particularly abundant in
layer V. mPFC neurons, could provide the anatomical
substrate for this differential effect. It thus appears that
serotonergic transmission in the mPFC is regulated by the
concurrent participation of multiple transmitter receptors,
whereas glutamatergic transmission is strongly dependent
on dopamine D2 receptor activation. Further evidence of
the regulation of glutamate release in the mPFC by
dopamine D2 receptors is provided by electrophysiological
studies. Thus, the augmented efflux of dopamine elicited by
the blockade of NMDA receptors (Moghaddam and Adams,
1998; Mathé et al, 1999; Schmidt and Fadayel, 1996) may
promote dopamine D2-induced burst firing only in a
small subset of pyramidal cells of the mPFC (Wang and
Goldman-Rakic, 2004), possibly in those cells enriched in
dopamine D2 receptors. In summary, it appears that
dopamine D2 antagonism in the mPFC may be pathway
specific, affecting only a reduced number of pyramidal cells
(Wang and Goldman-Rakic, 2004). In line with our results,
both clozapine and haloperidol inhibit MK-801-induced
induction of cortical c-fos mRNA (Viisdnen et al, 1999),
which further suggests that this effect may result from
blockade of glutamate efflux. When administered alone,
neither clozapine nor haloperidol, given systemically,
altered the concentrations of 5-HT and glutamate, which
is consistent with previous results (Daly and Moghaddam,
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1993; Yamamoto et al, 1994; Cartmell et al, 2001;
Heidbreder et al, 2001). Although recent data from our
lab showed that the dose of 1 mg/kg of both antipsychotics
elicited a maximal reduction of dialysate 5-HT in the mPFC
to ~70% of basal values (Amargos-Bosch et al, 2006),
such weak effect was comparable to that reported herein
(~80%). The ability of clozapine to attenuate MK-801-
evoked change in cortical 5-HT may be related to its
superior effects in negative/cognitive symptoms. Actually,
clozapine but not haloperidol effectively blocks the
hyperactivity, metabolic activation, neurotoxic cell damage,
as well as the deficits in prepulse inhibition and social
interaction induced by NMDA receptor antagonists
(Corbett et al, 1995; Gleason and Shannon, 1997; Abi-Saab
et al, 1998; Duncan et al, 1998; Olney et al, 1999; Geyer et al,
2001; Farber et al, 2006). Further research is needed to
ascertain the transmitter receptors responsible for such
differences between clozapine and haloperidol.

In good accordance with the effects of systemic admin-
istration, the intra-mPFC perfusion of clozapine was able to
block the increases of both 5-HT and glutamate evoked by
MK-801, whereas haloperidol was only effective in blocking
the increased efflux of glutamate. To the best of our
knowledge, this is the first report that shows the effects of
antipsychotic drugs applied locally into the mPFC on the
neurochemical changes elicited by the systemic adminis-
tration of noncompetitive NMDA receptor antagonists. The
intra-mPFC action of clozapine and haloperidol paralleled
those of their systemic administration, which underscores
the important role of the mPFC in the pharmacological
effects of these antipsychotic drugs. This was not un-
expected given that the prefrontal cortex is involved in goal-
directed actions, such as working memory and cognitive
tasks (Goldman-Rakic, 1995; Ellenbroek et al, 1996; Carli
et al, 2006), and these functions are disrupted after NMDA
receptor antagonism (Abi-Saab et al, 1998; Olney et al, 1999;
Geyer et al, 2001; Jackson et al, 2004) and in schizophrenia
(Weinberger and Gallhofer, 1997; Park et al, 1999). The
mechanisms underlying these differential effects of cloza-
pine and haloperidol remain unknown, but might be the
basis of their differential effectiveness on negative/cognitive
symptoms (Lieberman, 1996). The finding that clozapine
produces opposite effects on glutamatergic transmission
depending on the activity of mPFC neurons is not new. In
fact, clozapine has been shown to increase the activity of
neurons with low baseline firing rates and reduce that of
neurons with higher firing rates (Homayoun and Moghad-
dam, 2007). It is, thus, possible that the local reduction of 5-
HT in the mPFC may be mediated through the action of
clozapine on a multiplicity of receptors, such as dopamine
D1, 5-HT,, 5-HTs¢, a-adrenergic, histamine H1, and/or
muscarinic M1 receptors (Bymaster et al, 1996; Arnt and
Skarsfeldt, 1998). On the other hand, the clozapine-induced
increase in glutamate efflux (albeit only at high concentra-
tion) has been postulated to result from its potentiation
of NMDA transmission through an inhibition of glycine
reuptake and/or a direct agonist action on the glycine
recognition site of NMDA receptors (see Millan, 2005 for
review). Alternatively, extracellular concentration of gluta-
mate may also be secondary to inhibition of GABA efflux
elicited by clozapine (Bourdelais and Deutch, 1994).
Altogether, these findings suggest that abnormally high
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glutamate levels in the mPFC (caused by a primary NMDA
receptor hypofunction) may be related, at least in part, with
some of the psychotic/positive symptoms of schizophrenia
that are generally alleviated by all antipsychotics, probably
through a blockade of dopamine D2 receptors (Coyle
and Tsai, 2004). In contrast, a disruption of 5-HT in the
mPFC could rather be associated to negative symptoms
and/or cognitive impairment, conditions for which cloza-
pine depicts a superior efficacy. Although further research
is needed to verify this hypothesis, it is interesting to note
that some of the atypical antipsychotic drugs (characterized
by their antiserotonergic properties together with a
relatively weaker dopamine D2 antagonism) have been
reported to display a better outcome in the control of
negative symptoms compared with typical antipsychotics
(Meltzer, 1999).

In summary, the results of the present study indicate
that MK-801 (and possibly other noncompetitive NMDA
receptor antagonists) increases the efflux of glutamate and
5-HT in the mPFC through the blockade of NMDA
receptors located outside the mPFC (or at least, outside
the area sampled by dialysis probes), and the activation of
AMPA receptors present in the mPFC. The local effects
of clozapine and haloperidol paralleled those observed after
systemic administration, which emphasizes the relevance
of the mPFC as a site of action of these antipsychotic drugs
in offsetting the neurochemical effects of MK-801. Both
clozapine and haloperidol blocked the effects of MK-801
on cortical glutamate, but only clozapine showed a unique
ability in suppressing an excessive serotonergic activity
in the mPFC. Although this latter action is shared by
olanzapine (Amargos-Bosch et al, 2006), further research is
needed to determine whether this is a distinct feature of
atypicality of antipsychotic drugs.
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Trabajo 3:

Role of different monoamine receptors controlling MK-801-induced
release of serotonin and glutamate in the medial prefrontal cortex:
relevance for antipsychotic action.

Lépez-Gil X., Artigas F. and Adell A.

International Journal of Neuropsychopharmacology, 12, 487-499 (2009)

Se ha demostrado que la administracion sistémica de MK-801 provoca un
incremento en los niveles corticales de serotonina (5-HT) y glutamato. Con el
objetivo de profundizar el mecanismo de accién de los antipsicéticos, se estudié la
contribucion de diferentes receptores monoaminérgicos al efecto de estos
farmacos. Los resultados sugieren que los antagonistas D2 asi como los agonistas
D1 estarian realizando su accién sobre la neurona GABAérgica, aumentando su
actividad ya sea por un efecto activador directo, ya sea liberandola de una excesiva
inhibicion consecuencia de una hiperdopaminergia cortical provocada por el
antagonismo NMDA. Esto permitiria la recuperaciéon de su funcién inhibitoria,
frenando asi la hiperactividad de las neuronas piramidales. En cambio, los efectos
sobre los receptores 5-HTia, 5-HT2a y &;—adrenérgico estarian mediados por una
accion directa sobre la neurona piramidal (incluyendo aquellas de proyeccion a los
nucleos del rafe), inhibiendo asi su hiperexcitacion tras la administracion de MK-
801. Como se ha sugerido anteriormente, es posible que una excesiva transmision
glutamatérgica cortical esté relacionada con los sintomas positivos de la
esquizofrenia, tratados por farmacos con un comin antagonismo D2. En cambio,
las alteraciones en la transmisién serotonérgica estarian asociadas con los
sintomas negativos/cognitivos, donde farmacos con afinidad por los receptores
serotonérgicos y adrenérgicos, como los antipsicoticos, muestran mejorias.
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Role of different monoamine receptors
controlling MK-801-induced release of serotonin
and glutamate in the medial prefrontal

cortex: relevance for antipsychotic action
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Abstract

Several studies have demonstrated that systemically administered N-methyl-p-aspartate (NMDA) recep-
tor antagonists increase serotonin (5-HT) and glutamate release in the medial prefrontal cortex (mPFC).
Previously we showed that the perfusion of clozapine in the mPFC prevented the MK-801-induced
increase in extracellular glutamate and 5-HT whereas haloperidol blocked only the effect of MK-801 on
glutamate. To study the contribution of different monoaminergic receptors (for which clozapine and
haloperidol exhibit distinct affinities) to these effects, here we used in-vivo microdialysis to examine
the role of local blockade of dopamine D,, 5-HT,4 and «;-adrenergic receptors as well as agonism at
dopamine D, and 5-HT;  receptors in the mPFC on the increased efflux of glutamate and 5-HT elicited by
MK-801. The results show that M100907 (5-HT,, antagonist), BAY x 3702 (5-HT, 5 agonist) and prazosin
(ey-adrenergic antagonist) blocked the MK-801-induced increase of 5-HT and glutamate in the mPFC.
However, raclopride, eticlopride (dopamine D, antagonists) and SKF-38393 (dopamine D, agonist) were
able to prevent the increased efflux of glutamate (but not that of 5-HT) elicited by MK-801. We propose
that D, receptor antagonists and D, agonists would act predominantly on a subpopulation of GABAergic
interneurons of the mPFC, thus leading to an enhanced cortical inhibition that would prevent an excessive
glutamatergic transmission. On the other hand, atypical antipsychotic drugs might further act upon
5-HTqa, 5-HT, 5 and e,-adrenoceptors present in pyramidal cells (including those projecting to the dorsal
raphe nucleus), which would directly inhibit an excessive excitability of these cells.

Received 8 May 2008; Reviewed 13 June 2008; Revised 7 July 2008 ; Accepted 9 July 2008 ;
First published online 28 August 2008

Key words: MK-801, dopamine D, /D, receptors, 5-HT,4 receptor, 5-HT, 5 receptor, a,-adrenoceptor.
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Introduction

Non-competitive N-methyl-p-aspartate (NMDA) re-
ceptor antagonists such as phencyclidine (PCP) and
ketamine have been used as a pharmacological model
of schizophrenia because they can mimic psychotic
and negative symptoms as well as cognitive impair-
ment in healthy individuals (Javitt and Zukin, 1991;
Krystal et al., 1994). In rats, NMDA antagonists have
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Investigaciones Biomédicas de Barcelona, CSIC (IDIBAPS), Carrer
Rossello 161, 6th floor, Room 630, E-08036 Barcelona, Spain.

Tel.: +3493 3638321  Fax: + 3493 3638301
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also been shown to increase extracellular glutamate
(Calcagno et al., 2006; Ceglia et al., 2004; Lopez-Gil
et al., 2007; Lorrain et al., 2003; Moghaddam et al,,
1997), dopamine (Adams and Moghaddam, 1998;
Schmidt and Fadayel, 1996), and serotonin (5-HT)
(Adams and Moghaddam, 2001 ; Amargos-Bosch et al.,
2006; Calcalgno et al., 2006; Ceglia et al., 2004; Lopez-
Gil et al.,, 2007; Millan et al., 1999) in the medial
prefrontal cortex (mPFC). It has been proposed
that non-competitive NMDA receptor antagonists
might impair GABAergic inhibition of glutamatergic
neurons in the mPFC (Homayoun and Moghaddam,
2007b; Krystal et al., 2003; Moghaddam et al., 1997),
leading to downstream changes in other transmitters.
Indeed, GABAergic interneurons in limbic cortex and
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hippocampus are more sensitive to the action of
NMDA receptor antagonists than pyramidal neurons
(Grunze et al., 1996).

Numerous studies have demonstrated that dop-
amine, 5-HT and glutamate play an important role in
schizophrenia and that receptors for these transmitters
are involved in the action of antipsychotic drugs. It
is generally accepted that all available antipsychotic
drugs posses some degree of dopamine D, receptor
antagonism and that blockade of limbic D, receptors
improves positive symptoms (Kapur et al., 2000).
However, this has been challenged recently by the
finding that drugs that attenuate glutamate release
without acting directly on dopamine receptors are
beneficial for positive and negative symptoms (Patil
et al., 2007). With regard to clozapine, the prototypical
atypical antipsychotic drug, it has been suggested that
its superior efficacy and tolerability is partly due to its
lower occupancy of D, receptors (Kapur et al., 1999)
together with an additional interaction with 5-HT,4
and dopamine D, receptors (Lundberg et al., 1996).
Therefore, it has been proposed that a weak D, recep-
tor blockade coupled to a relatively stronger 5-HT:x
inhibition is the key feature of atypical antipsychotic
drugs (see Meltzer, 2004 for review), responsible
for causing fewer extrapyramidal side-effects (EPS).
On the other hand, the relationship found between
cognitive/negative symptoms in schizophrenia and a
reduction of prefrontal dopamine D, receptor binding
(Okubo et al., 1997) prompted some investigators to
suggest that dopamine D, receptor agonists might be
helpful in alleviating negative symptoms and cogni-
tive deficits of schizophrenia (see Goldman-Rakicetal.,
2004 for review). There is also evidence underpinning
the importance of 5-HT, , receptors in certain aspects
of the pharmacotherapy of schizophrenia (Millan,
2000; Sumiyoshi et al.,, 2001). Furthermore, 5-HT,x
receptor agonists reduce the incidence of EPS in
schizophrenia patients treated with haloperidol (Goff
et al., 1991; Moss et al., 1993). Finally, many clinically
effective antipsychotic drugs (both classical and
atypical) exhibit «,-adrenoceptor antagonism (Arnt
and Skarsfeldt, 1998; Bymaster et al., 1996), which
has been postulated to be involved in their clinical
action (Svensson, 2003). However, although central
a;-adrenoceptors may regulate sensorimotor gating
altered in schizophrenia (Alsene et al., 2006), there are
not studies dealing with the occupancy of a,-adreno-
ceptors in individuals under antipsychotic treatment.

In the preclinical setting, it has been shown that the
local administration of antipsychotic drugs decrease
extracellular 5-HT in the mPFC (Amargds-Bosch
et al., 2003, 2007). Activation of 5-HT,, receptors and

blockade of 5-HT,, receptors might contribute to this
effect since both types of compounds were able to
prevent the increases in 5-HT and glutamate, as well
as cognitive deficits induced by NMDA receptor
antagonists (Calcagno et al,, 2006; Carli et al,, 2006;
Ceglia et al., 2004). Furthermore, clozapine and halo-
peridol attenuated PCP-induced increase in cortical
glutamate (Abekawa et al, 2006) as well as the
elevated firing of a population of mPFC pyramidal
neurons elicited by PCP or MK-801 (Homayoun
and Moghaddam, 2007a; Kargieman et al., 2007).
Interestingly, clozapine exhibited a levelling effect on
the firing of pyramidal cells in the mPFC (Homayoun
and Moghaddam, 2007a). This fine-tuning effect might
contribute to the unique therapeutic efficacy of cloza-
pine in schizophrenia.

In a previous study we showed that the perfusion
of clozapine in the mPFC prevented the MK-801-
induced increase in extracellular glutamate and 5-HT
whereas haloperidol blocked only the effect of MK-801
on glutamate (Lopez-Gil et al., 2007). To study the
contribution of different monoaminergic receptors
(for which clozapine and haloperidol exhibit distinct
affinities) to these effects, in the present study we
examined the role of blockade of dopamine D,, 5-HT
and a,-adrenergic receptors as well as agonism at
dopamine D, and 5-HT, 4 receptors in the mPFC on the
increased efflux of glutamate and 5-HT elicited by
MK-801.

Animals

Male Wistar rats (Charles River Laboratories,
Cerdanyola del Valles, Spain) weighing 250-280 g
were used. They were maintained on a 12 h light/dark
cycle (lights on 07:00) and housed three per cage
before surgery and individually after surgery. Food
and water were available ad libitum. All experimental
procedures followed European Union regulations
(Official Journal of the FEuropean Communities
L358/1, 18 December 1986), and were approved by
the Institutional Animal Care and Use Committees.
To reduce the influence of between-day variations
on drug effects, most experimental groups were not
completed at once, but throughout the duration of the
whole work instead.

Drugs and reagents

All the HPLC reagents were of analytical grade
and obtained from Merck (Darmstadt, Germany).
Dizocilpine maleate (MK-801), 5-hydroxytryptamine
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oxalate, glutamate, and ready-made o-phthaldialde-
hyde (OPA) reagent, made up of 1 mg OPA per ml
solution with 2-mercaptoethanol as the sulphydryl
moiety, were purchased from Sigma-Aldrich (Tres
Cantos, Spain). Raclopride, eticlopride hydrochloride,
prazosin hydrochloride, and SKF-38393 were from
Tocris (Bristol, UK). Citalopram hydrobromide, BAY x
3707, and M100907 (formerly MDL-100907) were gen-
erously donated by H. Lundbeck A/S (Copenhagen-
Valby, Denmark), Bayer AG (Wuppertal, Germany)
and Pierre-Fabre (Castres, France), respectively.

MK-801 was dissolved in saline for intraperitoneal
(i.p.) administration. The dose of MK-801 was taken
from our previous study (Lopez-Gil et al., 2007). It is
possible that lower doses of MK-801 are sufficient
to induce stereotypies and increases in pyramidal cell
firing (Jackson et al., 2004), but they failed to induced
changes in extracellular glutamate (Lépez-Gil et al.,
2007). All other drugs were dissolved in the perfusion
fluid for local application through dialysis probes.
Concentrated solutions (1 mm) were stored at —80 "C
and working solutions were prepared immediately
before the experiments by dilution in the perfusion
fluid. Concentrations are expressed as free bases.
Because of the difficulty in obtaining the real extra-
cellular concentration of the drugs perfused through
the dialysis fluid, we tested the least effective con-
centrations (i.e. within the low micromolar range) in
order to gain selectivity for the specific receptors
studied.

Microdialysis procedures

Concentric microdialysis probes were constructed
with a 4-mm-long membrane. Following anaesthesia
with sodium pentobarbital (60 mg/kg i.p.), rats were
placed in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA, USA), and dialysis probes were
implanted in the mPFC and secured to the skull with
anchor screws and dental cement. Stereotaxic co-
ordinates from Bregma and skull surface were:
AP+32mm, L —0.8 mm, DV —6.0 mm; according to
Paxinos and Watson (1986). Microdialysis experiments
were conducted 20-24 h after surgery in freely moving
rats by continuously perfusing probes with a fluid
containing 125 mm NaCl, 2.5 mm KCl, 1.26 mm CaCl,,
1.18 mm MgCl,, and 1 um citalopram. The addition of a
5-HT uptake blocker to the perfusion fluid is used in
some microdialysis experiments to reduce clearance
from the extracellular space, thus enhancing the
release component of extracellular 5-HT (Adell et al.,
2002). On the other hand, low concentrations of 5-HT
uptake blockers, such as used in the present study,
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are without effect on dialysate glutamate in vivo
(Langman et al., 2006; C. M. T. Queiroz and F. Artigas,
unpublished results). Furthermore, voltammetric stud-
ies have shown that MK-801 may interact with the
serotonin transporter (Callado et al., 2000; Iravani
et al., 1999), thereby underscoring the importance of
including citalopram in the perfusion fluid.

The artificial cerebrospinal fluid was perfused
at 1.5ul/min with a Harvard model 22 syringe
pump (Harvard Apparatus, South Natick, MA,
USA) attached to an overhead liquid swivel (Instech,
Plymouth Meeting, PA, USA). Dialysate samples of
30 ul were collected every 20 min and divided into
two fractions for the determination of 5-HT (20 ul)
and glutamate (10 ). The in-vitro dialysis probe re-
coveries for 5-HT and glutamate were 16% and 17 %,
respectively. Owing to the incidental occurrence of
chromatographic problems, for some rats data on only
one transmitter (glutamate or 5-HT) were available.
After an initial 1 h sample of dialysate was discarded,
four samples were collected to establish stable baseline
levels of 5-HT and glutamate (expressed as concen-
tration of transmitter in a 30-ul sample) before
any pharmacological treatment. At the completion of
dialysis experiments, rats were given an overdose of
sodium pentobarbital and a Fast Green solution
was perfused through the dialysis probes to stain
the surrounding tissue for subsequent histological
examination.

Biochemical determinations

The concentration of 5-HT in dialysate samples
was determined by an HPLC system consisting of a
Waters 717plus autosampler (Waters Cromatografia,
Cerdanyola, Spain), a Hewlett-Packard series 1050
pump (Agilent Technologies, Las Rozas, Spain),
a 3u octadecylsilica (ODS) column (7.5 cm x 0.46 cm;
Beckman, San Ramon, CA, USA), and an ampero-
metric detector Hewlett-Packard 1049 (Agilent Tech-
nologies) set at an oxidation potential of 0.6 V. The
mobile phase consisted of 0.15m NaH,PO,, 1.8 mm
octyl sodium sulfate, 0.2 mm EDTA (pH 2.8, adjusted
with phosphoric acid), and 30% methanol, and was
pumped at 0.7 ml/min (Lépez-Gil et al., 2007). For the
determination of glutamate, another HPLC system
was used, which consisted of a Waters 717plus auto-
sampler, a Waters 600 quaternary gradient pump, and
a Nucleosil 5u¢ ODS column (10 cm % 0.4 cm; Tekno-
kroma, Spain). Dialysate samples were precolumn-
derivatized with OPA reagent and the entire process
was carried out by the autosampler. Briefly, 90 ul dis-
tilled water was added to the 10 4l dialysate sample
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and this was followed by the addition of 15ul
OPA reagent. After 2.5min reaction, 80ul of this
mixture was injected into the column. Detection was
carried out with a Waters 470 scanning fluorescence
detector using excitation and emission wavelengths of
360 nm and 450 nm, respectively. The mobile phase
was pumped at 0.8 ml/min and consisted of two
components (Calcagno et al., 2006): solution A, made
up of 0.05m Na,HPO,, 28% methanol, adjusted to
pH 6.4 with 85% H,PO,, and solution B, made up of
100% methanol /H,O (8:2 ratio). After the elution of
glutamate peak at 3 min with 100% solution A, a
gradient was established going from 100% solution A
to 100% solution B in 2 min. After washing out late-
eluting peaks (3 min), mobile phase returned to
initial conditions (100% solution A) in 2 min. The
detection limits for 5-HT and glutamate were 4 fmol
and 0.2 pmol, respectively (signal-to-noise ratio 3).
Quantification of 5-HT and glutamate was carried out
by comparison to a daily standard curve compris-
ing the concentrations of transmitters expected in
dialysate samples.

Statistics

Data (mean+s.e.M.) are expressed as fmol/30 ul for
5-HT and pmol /30 ul for glutamate, and shown in the
figures as percentages of basal values, averaged from
four fractions collected before treatment. The changes
in dialysate 5-HT and glutamate for each drug were
analysed by two-way repeated-measures analysis
of variance (ANOVA) with time and treatment as
factors. When significant effects were found, post-hoc
Newman-Keuls (NK) multiple comparison tests were
used to compare effects of different treatment groups.
The level of significance was set at p<0.05.

Results

The basal (pre-drug) concentrations of 5-HT and
glutamate in dialysate samples of the mPFC, not cor-
rected for in-vitro recovery, were 49.8 + 1.4 fmol /30 ul
(n=168) and 28.3+3.7 pmol/30 ul (n1=168), respect-
ively. Although the basal concentration of glutamate is
higher than that in our previous study (Lopez-Gil
et al., 2007), it falls within the range reported by
other authors (Adams and Moghaddam, 2001 ; Lorrain
et al., 2003; Moghaddam et al., 1997). The systemic
administration of MK-801 to rats increased the extra-
cellular concentration of 5-HT in comparison to the
saline-injected group, as demonstrated by the signifi-
cant effect of treatment (F,;3=33.91, p <0.0001), time
(Fi5,195=7.99, p<0.00001), and treatment x time inter-
action (F;,95 =8.65, p<0.00001). MK-801 also elevated
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Figure 1. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)
perfusion (line at foot of panels) of raclopride (Rac) (10 and
30 v Rac 10 and Rac 30, respectively) on the efflux of

(a) 5-HT and (b) glutamate in the mPFC elicited by MK-801
(1 mg/kg i.p., arrow). Data (mean +s.E.M.) are expressed

as percentage changes of the four basal pre-drug values.
Number of animals given in parentheses. The control group
received an injection of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given
saline and MK-801 are the same in all figures and are
depicted as dotted lines.

extracellular glutamate in the mPFC as shown by the
significant effect of treatment (F, ,3=31.12, p <0.0001),
time (Fy5195="7.18, p<0.00001), and treatment x time
interaction (F5,05 =7.16, p <0.00001).

Effects of dopamine D, antagonists

Two different Dy-like antagonists were used, raclo-
pride and eticlopride, which possesses 10-fold greater
affinity than raclopride for dopamine D,/D; receptors
(Assié et al., 2006). Raclopride, which by itself had
no effect on 5-HT and glutamate in saline-injected
animals, was unable to block the MK-801-induced
increase in dialysate 5-HT (Figure 1la). However,
it prevented the effect of MK-801 on glutamate
(F32=12.08, p<0.0001; Figure 1b) in a concentration-
dependent manner. Post-hoc comparisons showed
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Figure 2. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)
perfusion (line at foot of panels) of eticlopride (Eti) (0.1 and
1 um; Eti 0.1 and Eti 1, respectively) on the efflux of (a) 5-HT
and (b) glutamate in the mPFC elicited by MK-801 (1 mg/kg
i.p., arrow). Data (mean +5.E.Mm.) are expressed as percentage
changes of the four basal pre-drug values. Number of animals
given in parentheses. The control group received an injection
of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given saline and MK-801 are
the same in all figures and are depicted as dotted lines.

that only the concentration of 30 um raclopride sig-
nificantly abolished the increase in cortical glutamate
elicited by MK-801 (p<0.002, NK test). At 100 zm,
raclopride was also unable to block the MK-801-
induced increase in cortical 5-HT (data not shown).

In a similar way, eticlopride did not alter basal
levels of 5-HT and glutamate when perfused in saline-
injected animals and failed to reduce the effects of
MK-801 on cortical 5-HT (Figure 2a). It blocked
only the effects of MK-801 on glutamate (Fy; 3,5 =5.22,
p<0.00001; Figure 2b). Both concentrations of eticlo-
pride were equally effective in this respect (p <0.0005,
NK test).

Effects of 5-HT,4 antagonists and 5-HT,, agonists

In contrast to dopamine D, antagonists, the selective
5-HT, A antagonist, M100907, prevented the increase in
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Figure 3. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)
perfusion (line at foot of panels) of M100907 (M100) (1 and
10 gem; M100 1 and M100 10, respectively) on the efflux of

(a) 5-HT and (b) glutamate in the mPFC elicited by MK-801
(1 mg/kg i.p., arrow). Data (mean +5.E.M.) are expressed

as percentage changes of the four basal pre-drug values.
Number of animals given in parentheses. The control group
received an injection of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given
saline and MK-801 are the same in all figures and are
depicted as dotted lines.

5-HT (F320=15.08, p<0.0001; Figure 3a) and gluta-
mate (F;20=15.72, p<0.00002; Figure 3b) elicited by
MK-801. Post-hoc comparisons showed that both
concentrations of M100907 had similar effects on
5-HT (p<0.02, NK test) and glutamate (p<0.0005;
Newman-Keuls test). When administered to saline-
injected animals, M100907 did not change the basal
extracellular concentration of 5-HT, but a significant
increase in cortical glutamate was observed (Fy=
10.67, p<0.002) although this was only statistically
significant after the perfusion of 10um M100907
(p<0.003, NK test).

The selective 5-HT,, agonist, BAY x 3702, also
abolished the increase in 5-HT (F; 5, =12.92, p <0.0001;
Figure 4a) and glutamate (F;,9=20.30, p<0.00001;
Figure 4b) elicited by MK-801. Post-hoc comparisons
showed that both concentrations of BAY x 3702 had
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Figure 4. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)
perfusion (line at foot of panels) of BAY x 3702 (BAY) (1 and
30 gv; BAY 1 and BAY 30, respectively) on the efflux of

(a) 5-HT and (b) glutamate in the mPFC elicited by MK-801
(1 mg/kg i.p., arrow). Data (mean +s.E.M.) are expressed

as percentage changes of the four basal pre-drug values.
Number of animals given in parentheses. The control group
received an injection of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given
saline and MK-801 are the same in all figures and are
depicted as dotted lines.

comparable effects on 5-HT (p<0.002, NK test) and
glutamate (p<0.0005, NK test). Although it seemed
that the concentration of 1M BAY x 3702 was more
effective than that of 30 #m in blocking the MK-801-
induced increase of 5-HT (Figure 4a), this difference
was not statistically significant. When applied alone in
saline-injected animals, BAY x 3702 failed to change
the concentration of glutamate, but reduced that of
5-HT (F,,3=8.24, p<0.005; Figure 4a). Post-hoc com-
parisons showed that both concentrations of BAY x
3702 were equally effective (p <0.02, NK test).

Effects of a,-adrenergic antagonists

Similar to 5-HT, 5 antagonists and 5-HT, 4 agonists, the
intra-mPFC perfusion of the selective «;-adrenergic
antagonist, prazosin, blocked the increases in 5-HT
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Figure 5. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)

perfusion (line at foot of panels) of prazosin (Prz) (1 and

10 gem; Prz 1 and Prz 10, respectively) on the efflux of (a) 5-HT
and (b) glutamate in the mPFC elicited by MK-801 (1 mg/kg
i.p., arrow). Data (mean +s.E.M.) are expressed as percentage
changes of the four basal pre-drug values. Number of animals
given in parentheses. The control group received an injection
of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given saline and MK-801 are
the same in all figures and are depicted as dotted lines.

(F3,19=10.38, p<0.003; Figure 5a) and glutamate
(Fs20=11.44, p<0.001; Figure 5b) evoked by MK-801,
in a concentration-dependent manner. Post-hoc com-
parisons showed that only 10 um prazosin was re-
quired to prevent the MK-801-induced increases in
5-HT (p<0.02, NK test) and glutamate (p <0.005, NK
test). When applied alone in saline-injected animals,
prazosin did not alter the concentration of glutamate,
but reduced that of 5-HT (F,;3=5.69, p<0.02;
Figure 5a). Post-hoc comparisons showed that only the
concentration of 10 um prazosin reduced basal 5-HT
levels in the mPFC (p <0.02, NK test).

Effects of dopamine D, agonists

SKF-38393 has similar affinity for dopamine D, and
D; receptors. Like dopamine D, antagonists, the
dopamine D, agonist, SKF-38393, which by itself had
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Figure 6. Effects of the intra-medial prefrontal cortex (mPFC)
perfusion (line at foot of panels) of SKF-38393 (1 and 10 um;
SKF 1 and SKF 10, respectively) on the efflux of 5-HT (a) and
glutamate (b) in the mPFC elicited by MK-801 (1 mg/kg i.p.;
arrow). Data (mean +s.E.M.) are expressed as percentage
changes of the four basal pre-drug values. Number of animals
given in parentheses. The control group received an injection
of saline (1 ml/kg i.p.). Groups given saline and MK-801 are
the same in all figures and are depicted as dotted lines.

no effect on 5-HT and glutamate in saline-injected
animals, was unable to block the MK-801-induced in-
crease in dialysate 5-HT (Figure 6a). However, it pre-
vented the effect of MK-801 on glutamate (F; 5, =15.07,
p<0.0002; Figure 6b). Post-hoc comparisons showed
that both concentrations of SKF-38393 (1 and 10 um)
significantly abolished the increase in cortical gluta-
mate elicited by MK-801 (p<0.02, NK test). Although
it seemed that the concentration of 1 um SKF-38393
was more effective than that of 10 #m in blocking the
MK-801-induced increase of glutamate (Figure 6b),
this difference was not statistically significant.

Discussion

In a previous study, we showed that the perfusion of
clozapine in the mPFC prevented the MK-801-induced
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increase in glutamate and 5-HT, whereas haloperidol
blocked only the effects on glutamate (Lopez-Gil et al.,
2007). In view of those results we proposed that
serotonergic transmission in the mPFC is regulated by
multiple monoamine receptors (for which clozapine
exhibits moderate to high affinity), whereas gluta-
matergic transmission is regulated predominantly by
dopamine D, receptor blockade (a key feature of anti-
psychotic action that prevails in typical antipsychotic
drugs such as haloperidol). The present work was
therefore aimed at testing the veracity of this prop-
osition, using selective agonists and antagonists for
monoamine receptors.

Effects of dopaminergic drugs

In very good accordance with our hypothesis, two
different dopamine D, receptor antagonists, raclopride
and eticlopride, replicate the results of haloperidol, i.e.
both drugs prevented the MK-801-induced increase of
glutamate, but not that of 5-HT. Because only ~5% of
projection neurons in layer V of the mPFC project to
the dorsal raphe nucleus (Gabbott et al., 2005), it is
conceivable that, under conditions of increased 5-HT
and glutamate transmission in the mPFC following
MK-801 administration, blockade of D, receptors by
raclopride and eticlopride might be able to inhibit
cortical output (blockade of increased glutamate
efflux), although sparing cortico-raphe projections.
Tyrosine hydroxylase-positive terminals are in
apposition with GABA interneurons (Benes et al.,
2000; Sesack et al., 1998), and dopamine D, receptors
are abundant in GABA interneurons of deep cortical
layers of the rat (Khan et al., 1998; Le Moine and
Gaspar, 1998; Vincent et al., 1995). Furthermore, dop-
amine exerts a tonic inhibitory effect on fast-spiking
GABA cells that target the perisomatic domain of
pyramidal cells through D, receptors (Gao et al., 2003;
Seamans et al., 2001). Therefore, an excessive release of
dopamine following MK-801 administration (Schmidt
and Fadayel, 1996) might lead to a further reduction
in GABAergic inhibition, which would result in an
impairment of the intrinsic cortical circuitry. In fact,
this has been postulated to occur in the schizophrenia
brain (Beasley et al., 2002; Benes, 1997; Egan and
Weinberger, 1997). Dopamine D, antagonists would
relieve the inhibitory action of dopamine overflow on
GABA-containing neurons, thus promoting GABA
release and reducing cortical glutamatergic output
induced by MK-801. An important question that can
be raised here is whether dopamine D, antagonists
would act on the same population of GABAergic
neurons impaired by MK-801 and/or on another
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subset of interneurons. Further research is needed to
answer this question.

The regulation of prefrontal function by dopamine
involves not only D,, but also D, receptors. Our results
show that dopamine D; agonism elicits comparable
effects to those of dopamine D, antagonists. It is
difficult to reconcile the effects of SKF-38393 with an
action on D, receptors located on pyramidal neurons
(Bergson et al, 1995; Davidoff and Benes, 1998)
because this receptor is excitatory. Since mPFC D,
receptors are also present on inhibitory GABA inter-
neurons (Davidoff and Benes, 1998; Le Moine and
Gaspar, 1998), one possibility for the effect of SKF-
38393 is activation of GABAergic inhibition, which
would block the increase in glutamate efflux induced
by MK-801. The lack of effects of raclopride, eticlo-
pride and SKF-38393 on mPFC 5-HT suggests that
these two dopamine receptors could regulate distinct
inhibitory circuits, except those that control the pre-
frontal projection to the raphe nuclei, at least in the
conditions of the present study.

Altogether our results suggest that dopamine can
regulate the efflux of glutamate by means of an action
on GABAergic interneurons in the mPFC. Because
of the different nature of dopamine D, (excitatory)
vs. Dy (inhibitory) receptors, D, antagonists and D,
agonists might end up with the same final response,
i.e. to restore cortical GABA efflux in order to block
an excessive glutamatergic transmission following
MK-801 administration. Furthermore, our results are
also coincident with the proposal that D, receptor
activation requires phasic dopamine release whereas
D, receptors are continuously driven by basal, tonic
dopamine release (Grace, 1991).

Effects of serotonergic and adrenergic drugs

In contrast to dopaminergic compounds, the selective
5-HT,s receptor antagonist, M100907, was able to
prevent the increase of 5-HT and glutamate evoked by
MK-801, which is in line with previous work using a
competitive NMDA antagonist (Ceglia et al., 2004).
This effect can be accounted for by a reduction of the
increased excitability of prefrontal pyramidal neurons
(including those that project to the dorsal raphe
nucleus) produced by an exacerbated glutamatergic
transmission. In good accord with the present
work, previous studies from our laboratory have
demonstrated that M100907 also blocked the increased
serotonergic transmission caused by the intra-
mPFC perfusion of S-¢-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole-4-propionate (S-AMPA), 2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine (DOI) and the «,;-adrenoceptor

antagonist cirazoline (Amargoés-Bosch et al., 2003,
2004), as well as thalamic disinhibition (Amargos-
Bosch et al., 2007). 5-HT,5 receptors are predomi-
nantly localized to apical dendrites of pyramidal
neurons (Cornea-Hébert et al.,, 1999; Willins et al.,
1997), a cellular zone that receives inputs from differ-
ent cortical layers, allowing cross-layer integration.
Consequently, 5-HT,, antagonists are in a unique
position to cancel the increased cortico-cortical trans-
mission that probably occurs after MK-801 adminis-
tration and the pharmacological conditions mentioned
above. Although there is evidence that 5-HT,, re-
ceptors are also present in cortical GABAergic inter-
neurons of the rat mPFC (Santana et al., 2004; Willins
et al,, 1997), our results points to a predominant effect
of M100907 on those receptors located in pyramidal
neurons following MK-801 administration.

The local perfusion of BAY x 3702 in the mPFC also
prevented the increased efflux of 5-HT and glutamate
following MK-801 administration with a potency
similar to that of M100907. Similarly, the 5-HT;, re-
ceptor agonist, 8-OH-DPAT, prevents the increase
in extracellular 5-HT and glutamate evoked by a
competitive NMDA antagonist (Calcagno et al., 2006).
The reduction of 5-HT is probably accounted for by a
decrease in the activity of pyramidal cells (Araneda
and Andrade, 1991; Ashby et al., 1994), which would
result in a reduction of a tonic excitatory input on the
dorsal raphe nucleus, thereby decreasing the activity
of 5-HT cells (Celada et al., 2001). Similarly to the
action of 5-HT,, receptor antagonists (see above),
previous work has also shown that 5-HT,, agonists
reverse the increased cortical 5-HT efflux induced by
intra-mPFC perfusion of S-AMPA, DOI and cirazoline
(Amargos-Bosch et al., 2003, 2004), as well as thalamic
disinhibition (Amargos-Bosch et al., 2007). In the
present study we show that BAY x 3702 also blocks
the effects of MK-801 on glutamate. This suggests that
5-HT, s receptor activation in the mPFC potently at-
tenuates the action of agents that increase the activity
of pyramidal neurons, an effect shared by several dif-
ferent treatments and involving the stimulation of
AMPA /kainate receptors in the mPFC (Katayama
et al., 2007; Lopez-Gil et al., 2007). Furthermore, the
pivotal localization of 5-HT, 5 receptors in the periso-
matic region of cortical pyramidal neurons of the rat
(Czyrak et al., 2003) might be the basis of the powerful
effect of 5-HT, o receptor agonism. In addition, the high
level of expression of 5-HT,4 and 5-HT,; 4 receptors in
pyramidal cells labelled by vGluT1 (Santana et al.,
2004) together with the high co-localization of both
receptors in the mPFC (~80%; Amargos-Bosch et al,,
2004) provides further support for the neurochemical
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changes described. Although 5-HT,s and 5-HT,,
receptors are also expressed in cortical GABAergic

Fm b i 2t P S P NN . W S | aAnna . C
INTICITICUIULIDS UL UIE Ldl {ALlldl ©U dl., LUUD, Odllldlld

et al., 2004; Willins et al., 1997), they do not seem
to play a role in the control of cortical 5-HT and
glutamate in the conditions of the present work.

The local perfusion of the a,-adrenergic antagonist,
prazosin, in the mPFC was also able to prevent
the MK-801-induced increase in 5-HT and glutamate.
The effect of prazosin probably involves the blockade
of a;-adrenoceptors located on pyramidal neurons,
including those in layer V that project to the dorsal
raphe nucleus, as previously observed for 5-HT;s
and 5-HT,a receptors. The mechanism of action of
prazosin is probably similar to that of M100907 in-
asmuch as both 5-HT,, and «,-adrenoceptors share
the same signal transduction mechanism and mediate
the excitatory actions of 5-HT and noradrenaline,
respectively, on pyramidal neurons of the mPFC
(Araneda and Andrade, 1991; Marek and Aghajanian,
1999). Moreover, they are localized to the same cortical
areas (Day et al., 1997; Domyancic and Morilak, 1997;
Pieribone et al., 1994). In line with the present work,
previous studies in our laboratory have demonstrated
that intra-mPFC perfusion of prazosin reversed the
increase of 5-HT elicited by the cortical application
of cirazoline, DOI and S-AMPA (Amargods-Bosch et al.,
2003), as well as thalamic disinhibition (Amargos-
Bosch et al., 2007).

Altogether these effects need to be interpreted at
the cellular (pyramidal) and not at receptor level
because all these compounds do not interact directly
with each other’s receptors. It is therefore suggested
that antagonism at «,-adrenergic and 5-HT,s re-
ceptors, as well as agonism at 5-HT, 5 receptors are
able to prevent an excessive glutamatergic trans-
mission in the mPFC produced by different treatments
and conditions.

Implications for antipsychotic action

The findings of the present and previous (Lopez-Gil
et al., 2007) work from our laboratory suggest that ex-
cessive glutamate transmission in the mPFC, second-
ary to a NMDA receptor blockade, may be associated
with some positive symptoms of schizophrenia, par-
ticularly those that are better responsive to dopamine
D, receptor antagonism (a feature shared by most
antipsychotic drugs). In contrast, an impairment
of serotonergic pathways in the mPFC might rather
be related to negative symptoms and/or cognitive
deficits, conditions for which clozapine and some
other atypical antipsychotics posses superior efficacy.
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It remains to be established, however, whether this
antiserotonergic effect may confer the atypical profile
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of such drugs. ere is a generai consensus that
dopamine D, blockers (typical neuroleptics) are less
effective in treating negative/cognitive symptoms,
which, are better palliated by drugs with a strong
antagonism at 5-HT,, receptors and a weak blockade
of dopamine D, receptors (see Meltzer, 2004 for re-
view). Thus, there is a clear need for targeting different
transmitter receptors to achieve an effective treatment
for schizophrenia. Our results indicate that 5-HT,4,
5-HT, 5, dopamine D, and «,-adrenergic receptors may
play an important role. Drugs showing 5-HT,, an-
tagonism and/or 5-HT,, agonism, such as clozapine,
increase dopamine efflux in the mPFC of rodents
(Assié et al., 2005; Ichikawa et al., 2001; Pehek and
Yamamoto, 1994; Rollema et al., 1997), an effect that
appears to be dependent on the presence of intact
5-HT, 5 receptors (Bortolozzi et al., 2007 ; Diaz-Mataix
et al., 2005). This selectivity on cortical dopamine
transmission together with a lesser occupancy of
limbic dopamine D, receptors (Kapur et al., 1999)
appears to confer a better side-effect profile of
antipsychotics. However, selective 5-HT,, receptor
agonists do not appear to provide a distinct anti-
psychotic-like action, and their possible benefit in the
clinic may rather be related to a lower appearance of
EPS (Millan, 2000).

The intra-mPFC administration of M100907, BAY x
3702 and prazosin prevents MK-801-induced increase
in 5-HT and glutamate, effects that are comparable
to those obtained with clozapine (Lopez-Gil et al,,
2007). It is possible that this may relate to a better
treatment of most symptoms of schizophrenia. In fact,
preclinical studies have shown that antagonism at
5-HT,a receptors and agonism at 5-HT, 5 receptors can
ameliorate cognitive deficits induced by NMDA re-
ceptor antagonists (Carli et al., 2006). Because each of
these receptor components do not confer antipsychotic
properties individually, it is conceivable that a com-
bined effect is necessary to achieve this goal.

Dopamine D, receptors are associated with sus-
tained activity of mPFC neurons and have been
postulated to be essential for working-memory per-
formance (see Goldman-Rakic et al., 2004 for review).
Clozapine may enhance dopamine D, receptor-
mediated neurotransmission (Ahlenius, 1999; Qerther
and Ahlenius, 2000). Therefore, the pro-cognitive
action of clozapine could also result from its action on
dopamine D, receptors or, alternatively, through
potentiation of NMDA transmission (see Millan, 2005
for review). If psychosis is modelled in animals by an
increased glutamatergic transmission in the mPFC
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(Adams and Moghaddam, 2001 ; Lépez-Gil et al., 2007;
Lorrain et al.,, 2003; Moghaddam et al., 1997), the
blockade of the effect of MK-801 by SKF-38393
(present study) may argue in favour of the use of
dopamine D, agonists in the treatment of the illness.

In summary, our results suggest that the com-
bination of blockade of dopamine D,, 5-HT,s and
ay-adrenergic receptors as well as agonism at dop-
amine D, and 5-HT, 4 receptors in the mPFC may be
beneficial in antipsychotic-like action. It appears that
dopamine D, antagonists and dopamine D, agonists
would activate cortical GABA inhibition. The lack
of effect of dopaminergic compounds on the efflux of
5-HT implies that not all subtypes of GABAergic
interneurons are regulated in a similar way by dop-
amine (Seamans and Yang, 2004). Atypical antipsy-
chotic drugs might further act upon 5-HT,,, 5-HT;4
and a,-adrenoceptors present in pyramidal cells (in-
cluding those projecting to the dorsal raphe nucleus),
which would inhibit directly an excessive excitability
of these cells. This would contribute to the fine-tuning
of discrete cortical circuits impaired in schizophrenia.
As we have suggested previously, it is possible that
an excessive glutamate transmission in the mPFC may
be related with positive symptoms of schizophrenia
that are generally alleviated by an antagonism at D,
receptors whereas an impaired serotonergic trans-
mission might rather be associated to negative symp-
toms and/or cognitive impairment.

The conclusions raised in the present study are
based on the analogies between the action of anti-
psychotic drugs and that of selective agonists and
antagonists for monoaminergic receptors. However, it
remains to be determined if there is any possible effect
resulting from a combination of multiple interactions
among these receptors.
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Nuestros trabajos previos han mostrado el efecto de la administracién de
los antagonistas NMDA sobre los niveles de serotonina y glutamato en la corteza
prefrontal y como clozapina y haloperidol, asi como determinados compuestos,
eran capaces de revertir estas alteraciones. Siguiendo esta linea, en el presente
estudio se ampliaron estas observaciones con el uso de dos antipsicéticos mas
(olanzapina y clorpromacina) y otros compuestos como el antagonista de los
receptores Ds L-745870. Los resultados obtenidos sugieren que una excesiva
transmisidon glutamatérgica cortical, fuertemente regulada por el receptor D2,
podria estar relacionada con algunos de los sintomas positivos de la esquizofrenia,
tratados por todos los antipsicoticos. En cambio, la alteracién de la transmisién
serotonérgica en corteza estaria asociada con los sintomas negativos/cognitivos
los cuales son mejor tratados por los antipsicéticos atipicos, los cuales presentan
una gran afinidad por los receptores serotonérgicos. Los efectos del antagonista
D4 coinciden con la hipdtesis propuesta de que los antagonistas D2 y agonistas D1
actuan sobre la interneurona GABAérgica, incrementando la inhibicion cortical. En
el caso del agonismo D1, a dosis elevadas podemos observar un bloqueo del
incremento de 5-HT cortical, sugiriendo un efecto sobre interneuronas que
regularian la conexién corteza prefrontal-nicleos del rafe. En cambio, el agonismo
5-HT;a, antagonismo 5-HT.a y antagonismo «;-adrenérgico estarian mediados por
una accién directa sobre la neurona piramidal, reduciendo su excesiva actividad
debida al antagonismo NMDA. Estos resultados muestran el papel de estos
receptores en el mecanismo de accién de los antipsicoticos y podrian explicar las
diferencias terapéuticas existentes entre los farmacos clasicos y los atipicos, su
diferente capacidad para tratar los sintomas de la esquizofrenia.
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ABSTRACT

The systemic administration of noncompetitive N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor antagonists has been considered as a pharmacological model of schizophrenia. In
the present work, we used in vivo microdialysis to examine: first, the effects of MK-801, on
the efflux of glutamate and serotonin (5-HT) in the medial prefrontal cortex (mPFC) of the
rat; second, whether the MK-801-induced changes in the cortical efflux of both transmitters
could be blocked by atypical (clozapine and olanzapine) and classical (haloperidol and
chlorpromazine) antipsychotic drugs given intra-mPFC; and third, the role of local blockade
of dopamine D,/D3/D,, serotonin 5-HT,, and o4-adrenergic receptors as well as agonism at
dopamine D4/Ds and 5-HT 4 receptors in the mPFC on the increased efflux of glutamate and
5-HT elicited by MK-801. The four antipsychotic drugs blocked the MK-801-induced
increase in glutamate, whereas only clozapine and olanzapine were able to block the
increased efflux of 5-HT. Furthermore, M100907 (5-HT,s antagonist), BAY x 3702 (5-HTx
agonist) and prazosin (o4-adrenergic antagonist) blocked the MK-801-induced increase of 5-
HT and glutamate in the mPFC. In contrast, raclopride (D,/D3 antagonist) and L-745,870 (D,
antagonist) were able to prevent the increased efflux of glutamate (but not that of 5-HT)
elicited by MK-801. SKF-38393 (dopamine D:/Ds agonist) also prevented the MK-801-
induced increase of glutamate in the mPFC, but the same effect on cortical 5-HT was
reached only at the highest concentration tested. We suggest that the blockade of an
exacerbated 5-HT release in the mPFC induced by NMDA antagonists can be a
characteristic of atypical antipsychotic drugs. Moreover, we propose that D,/D3/D, receptor
antagonists would act predominantly on a subpopulation of GABAergic interneurons of the
mPFC, thus enhancing cortical inhibition, which would prevent an excessive glutamatergic
transmission. Dopamine D4/Ds agonists would further stimulate GABA release from other
subpopulation of interneurons controlling cortical output to the dorsal raphe nucleus.
Atypical antipsychotic drugs might further act upon 5-HT,s, 5-HT4a and a4-adrenoceptors
present in pyramidal cells (including those projecting to the dorsal raphe nucleus), which
would directly inhibit an excessive excitability of these cells.
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INTRODUCTION

The NMDA receptor hypofunction hypothesis of schizophrenia was established after the
observation that NMDA receptor antagonists such as phencyclidine (PCP) and ketamine
can induce, in healthy individuals, altered behavioral states that resemble the positive and
negative symptoms as well as the cognitive deficits seen in schizophrenia [1-3]. In addition,
ketamine can heighten psychotic episodes in patients with schizophrenia [4-6]. In rodents,
PCP and the more potent and selective noncompetitive NMDA receptor antagonist,
dizocilpine (MK-801), cause hyperlocomotion and stereotypies [7-9]. The hyperactivity is
considered to be due predominantly to activation of D, receptors in the nucleus accumbens,
whereas stereotypies are caused by stimulation of D, receptors in the caudate-putamen
[10]. These behaviors have been potentially related to positive symptoms of schizophrenia
[11-13]. Acute NMDA receptor antagonism has also been reported to increase the release
of glutamate [14-18], dopamine [19, 20], and serotonin (5-HT) [8, 16-18, 21, 22] in the
medial prefrontal cortex (mPFC). It has been proposed that stimulation of NMDA receptors
on the GABA inhibitory interneurons within the cortex leads to the release of GABA, which
would inhibit glutamatergic neurons and the subsequent release of glutamate. Blockade of
such NMDA receptors would therefore decrease GABAergic inhibitory tone and result in an
enhanced activity of pyramidal neurons within the cortex [14, 23, 24] leading to downstream
changes in other transmitters. Indeed, GABAergic interneurons in limbic cortex and
hippocampus are more sensitive than pyramidal neurons to the action of NMDA receptor
antagonists [25, 26]. In addition, reduced GABAergic function would alter the synchronous
firing patterns of cortical neurons, which may underlie information-processing deficits
present in patients with schizophrenia [27].

Various studies have demonstrated that the interactions among dopamine, 5-HT
and glutamate play an important role in the pathophysiology of schizophrenia and that
receptors for these transmitters are involved in the action of antipsychotic drugs. Increased
activity of the mesolimbic dopamine system is believed to underlie the positive or psychotic
symptoms of schizophrenia and decreased activity within the mesocortical dopamine
system is believed to reflect negative symptoms and cognitive function also seen in this
illness [28-32]. All available antipsychotic drugs posses some degree of dopamine D,/Dj;
receptor antagonism, and blockade of dopamine D,/D; receptors within the mesolimbic
pathway reduces psychotic symptoms [33]. As a matter of fact, a good correlation exists
between the clinical efficacy of antipsychotic drug and their affinity for D, receptor [34, 35].
Furthermore, most antipsychotic drugs display a dose-dependent threshold of D,/Dj
receptor occupancy for their therapeutic effects [36]. However, the necessity of D,/Dj
receptor blockade for therapeutic action has been challenged recently by the finding that
drugs that attenuate glutamate release, without acting directly on dopamine receptors, are

beneficial for positive and negative symptoms [37].
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Several atypical antipsychotic drugs, on the other hand, are characterized by a
lower affinity for D,/D3 and higher affinity for 5-HT,a receptors, which has been proposed to
confer a superior efficacy and tolerability [38, 39]. The lower occupancy of dopamine D,/D;
receptors appears to be responsible for causing fewer extrapyramidal side-effects (EPS)
[40]. In addition to the predominant role of the D,/Dj receptor in the current treatment of
psychotic symptoms, dopamine D, receptors have been implicated in schizophrenia [41,
42]. This line of evidence has been recently highlighted by the finding that cognitive/negative
symptoms in schizophrenia are associated with a reduction of prefrontal dopamine D;
receptor binding [43]. Some atypical antipsychotic drugs may also have affinity for other
transmitter receptors such as serotonin 5-HT,,, a-adrenergic, histamine H,, and muscarinic
receptors, which may affect their efficacy and side-effect profile [44, 45]. Thus, there is
some evidence for the importance of 5-HTq5 receptor agonists in certain aspects of the
pharmacotherapy of schizophrenia [46-49]. Furthermore, 5-HT,o receptor agonists have
been shown to reduce the incidence of EPS in schizophrenia patients treated with
haloperidol [50, 51]. With regard to o-adrenergic mechanisms, many clinically effective
antipsychotic drugs (both classical and atypical) possess o4-adrenoceptor antagonist
properties [44, 52], which has been postulated to be clinically relevant [53]. However,
although central o4-adrenoceptors may regulate sensorimotor gating altered in
schizophrenia [54], there are not studies dealing with the occupancy of as-adrenoceptors in
individuals under antipsychotic treatment.

In the animal setting, most studies have shown that atypical, but not typical,
antipsychotics block the effects of NMDA receptor antagonists on prepulse inhibition (PPI)
of the startle response [55]. In addition, atypical antipsychotic drugs, but not haloperidol,
increases extracellular DA concentration in the PFC [56, 57] and prevent the brain increase
in regional 2-deoxyglucose uptake induced by ketamine [58]. We have shown recently that
the local perfusion of antipsychotic drugs decreased extracellular 5-HT in the mPFC [59,
60]. Stimulation of 5-HT,4 and blockade of 5-HT,4 receptors might contribute to this effect
since both types of compounds were able to prevent the increases in 5-HT and glutamate,
as well as cognitive deficits induced by NMDA receptor antagonists [16, 17, 61, 62]. In
contrast, raclopride and eticlopride (dopamine D,/D; antagonists) and SKF 38393
(dopamine D,/Ds agonist) prevented the increase of glutamate (but not that of 5-HT)
induced by MK-801 [62]. Furthermore, clozapine and haloperidol attenuated PCP-induced
increase in cortical glutamate [63], as well as the elevated firing of a population of mPFC
pyramidal neurons elicited by PCP or MK-801 [64, 65]. Interestingly, clozapine exhibited a
leveling effect on the firing of pyramidal cells in the mPFC, increasing the activity of neurons
with low baseline firing rates and decreasing the activity of neurons with higher firing rates
[64]. This fine-tuning effect might contribute to the unique therapeutic efficacy of clozapine in
schizophrenia.

In a previous study we showed that both clozapine and haloperidol blocked the MK-

801-induced increase in glutamate in rat mPFC, whereas only clozapine was able to block
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the increased efflux of 5-HT [18]. In addition, we also showed that antagonism at dopamine
D, receptors and agonism at dopamine D4 receptors resulted in blockade of the effects of
MK-801 on mPFC glutamate but not 5-HT. In contrast, 5-HT,» and a,-adrenergic receptor
antagonists, as well as 5-HT, receptor agonist, were able to prevent the increase in 5-HT
and glutamate elicited by MK-801 [62]. In the present study we set out to replicate such
findings using a wider range of concentrations and extend them to other typical
(chlorpromazine) and atypical (olanzapine) antipsychotic drugs. To this end, intracerebral
microdialysis in the mPFC was used under the same experimental conditions described
previously [18, 63]. The choice of prefrontal cortex was accounted for by its pivotal
involvement in higher brain functions such as executive tasks and cognition [66] known to
be disrupted in schizophrenia [67] and in animal models [68]. Despite the importance of
mPFC in the etiology and pharmacotherapy of schizophrenia, it is worth noting that the
effects of such compounds in other brain regions may also be crucial for the treatment of the
illness. From a methodological point of view it is also important to note that antipsychotic
drugs and selective compounds were delivered in the mPFC by reverse dialysis. Despite the
in vitro affinity (10°-10"° M) of antipsychotics and selective compounds used in the present
study for serotonergic and adrenergic receptors, the use of concentrations in the micromolar
range is required in in vivo microdialysis to significantly affect neurotransmitter receptors
(e.g. [69, 70]). This is due to the fact that effective concentration at receptors is limited by
the low application rate (in the low nmol/h range) and the continuous clearance of the
applied drug by the cerebrospinal fluid. Moreover, a substantial number of post-synaptic
receptors in mPFC neurons must be recruited to activate/inhibit the mPFC-raphe circuit and
elicit changes in mPFC 5-HT release [71, 130].

IS CORTICAL 5-HT TRANSMISSION RELATED TO “ATYPICALITY”?

The term “atypical” referred to an antipsychotic drug was first applied to clozapine because
this drug was devoid of the overt EPS and increased prolactin secretion seen in humans
treated with neuroleptics. By comparison with the pharmacological profile of clozapine, it is
considered that atypical antipsychotic drugs are relatively more potent serotonin 5-HToa
antagonists than dopamine D2 antagonists (see [39] for review). More recently, the multi-
receptor pharmacology of atypical antipsychotics has included other features such as
serotonin 5-HT4 and dopamine D1 agonism, dopamine D2 partial agonism as well as o;-
adrenergic antagonism [46, 53, 72, 73].

The effects of antipsychotic drugs on extracellular 5-HT in the mPFC are far from
conclusive [18, 61, 74, 75]. In general, both typical and atypical antipsychotics seem to
decrease or leave unchanged cortical 5-HT although the particular effect might depend on
the experimental conditions and/or dose of the drug. However, there seems to be a
concurrence of results showing that risperidone increases cortical dialysate 5-HT, an effect
which is probably related to its antagonistic action at a,-adrenoceptor, and seems to take

place at the nerve terminal level [74]. In line with this assumption, Hertel and coworkers [76]
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demonstrated that idazoxan, an a,-adrenoceptor antagonist, in combination with raclopride
(dopamine D,/D; receptor antagonist), exerted a clozapine-like antipsychotic effect on
phencyclidine-treated animals. Thus, the role of mPFC 5-HT in the mechanism of action of
atypical antipsychotic drugs appears equivocal. Nevertheless, a different issue that has
been addressed in the present study is the role of cortical 5-HT in the action of
antipsychotics in an animal model of schizophrenia.

Previous studies have demonstrated that NMDA receptor antagonists augment the
firing rate of putative pyramidal neurons within the mPFC [65, 77, 78], which results in an
increased efflux of glutamate and 5-HT. These effects are accounted for by an
overstimulation of cortical AMPA-dependent glutamatergic transmission because they were
abolished by intra-mPFC perfusion of an AMPA receptor antagonist [18, 79]. In line with
previous research [8, 14, 15], MK-801 increases glutamate release onto AMPA/kainate
receptors leading to an enhanced glutamatergic output from mPFC neurons (including those
projecting to the dorsal raphe nucleus) thereby increasing serotonergic cell firing and
cortical 5-HT release. Furthermore, it has been shown that blockade of AMPA/kainate
receptors in the prefrontal cortex inhibited PCP-induced locomotion and stereotypy [80]. The
antipsychotic action would therefore result from a prevention of the effects resulting from
this cortical hyperglutamatergia.

In an initial study carried out in our lab we showed that pretreatment with atypical
antipsychotic drugs such as clozapine and olanzapine suppressed the increased release of
5-HT in the mPFC elicited by phencyclidine (PCP) and ketamine whereas haloperidol failed
to do so [22]. Subsequently we demonstrated that clozapine and haloperidol were able to
block the increase in cortical glutamate produced by MK-801, but only clozapine reduced
the increase in 5-HT [18]. In addition, the mPFC appeared to be the preferential site of
action of these drugs inasmuch as their effects were seen after local infusion through a
dialysis probe. As shown in Fig. (1), this differential action has been replicated and
confirmed also for chlorpromazine (typical antipsychotic) and olanzapine (atypical
antipsychotic). The fact that all four antipsychotic drugs tested are able to block the effect of
MK-801 on extracellular glutamate is in line with recent results showing that both clozapine
and haloperidol possess the ability to markedly inhibit a subset of mPFC neurons [64]. The
most prominent features of the pharmacological profile shared by these antipsychotics are
dopamine D2 receptor and as-adrenoceptor antagonism [44, 45, 52, 81-83]. However, since
prazosin can also prevent the increase in dialysate 5-HT produced by NMDA antagonists
([22]; Fig. (7) of this study), it was suggested that glutamatergic transmission in the mPFC is
predominantly dependent on dopamine D2 receptors, but not on a4-adrenoceptors. Unlike
the actions of clozapine and olanzapine, the lack of effect of haloperidol and chlorpromazine
on cortical 5-HT points to a different regulation of the pyramidal cells projecting to the dorsal
raphe nucleus (DR). Because only 5% of pyramidal neurons in layer V of the mPFC project
to the dorsal raphe nucleus [84], it is conceivable that, under conditions of increased 5-HT

and glutamate transmission in the mPFC following the administration of NMDA antagonists,
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blockade of D2 receptors by antipsychotic drugs might be able to inhibit cortical output
(blockade of increased glutamate efflux), although sparing mPFC — DR projections. An
alternative explanation could be that cortico-raphe projecting neurons might be inhibited by
both typical antipsychotics, but not to the extent needed to suppress serotonergic firing
distally in the DR and the subsequent cortical 5-HT release. On the other hand, we
hypothesized that 5-HT concentration in the mPFC appears to be under the control of
multiple monoamine receptors, which is coincident with the multi-receptor profile of atypical

antipsychotics.

EFFECTS OF DOPAMINERGIC COMPOUNDS

In accord with our hypothesis, we have shown that two different dopamine D2 receptor
antagonists, raclopride and eticlopride, elicited the same effect than that of haloperidol and
chlorpromazine ([62]; present study). Raclopride binds with equal affinity to D, and Dj;
receptors and has negligible affinity for D, receptors [85], and eticlopride possesses equal
selectivity for D, and D3 receptors [86], but 10-fold greater affinity than raclopride for both
receptors [87]. Eticlopride also interacts with D, receptors [83]. It could be argued that the
lack of effect of D,/D; antagonists on cortical 5-HT can be accounted for by the low
concentration of antagonists used. However, as shown in Fig (2), a higher concentration of
raclopride (100 uM) produced similar results, i.e. blockade of MK-801-induced effects on
glutamate but not on 5-HT. Differences in the receptor populations present in layer V of the
mPFC and the distinct pharmacological profile of clozapine, olanzapine, chlorpromazine and
haloperidol (Table 1), could provide the anatomical substrate for this differential effect.
Altogether, it appears that serotonergic transmission in the mPFC is regulated by the
concurrent participation of multiple transmitter receptors, whereas glutamatergic
transmission is strongly dependent on dopamine D2 receptor activation. Further evidence of
the regulation of glutamate release in the mPFC by dopamine D2 receptors is provided by
electrophysiological studies. Thus, the augmented efflux of dopamine elicited by the
blockade of NMDA receptors [11, 19, 88] may promote dopamine D2-induced burst firing
only in a small subset of pyramidal cells of the mPFC [89], possibly in those cells enriched in
dopamine D2 receptors. However, dopamine D2 receptors are located not only in pyramidal
cells, but also in GABA interneurons [90-93]. Further, tyrosine hydroxylase-positive
terminals have been observed in apposition with GABA interneurons [94, 95]. Among the
different types of cortical GABA interneurons, it has been shown that dopamine acts almost
exclusively on those containing parvalbumin (PV) [92, 96], which target the perisomatic
compartment of pyramidal cells [97, 98]. In addition, immunocytochemistry studies have
reported that PV interneurons express both dopamine D, and D, receptors [92]. From a
physiological viewpoint, dopamine exerts a tonic inhibitory action on PV interneurons
through D2 receptors [99, 100]. In addition, evidence from a postmortem study has indicated
that, in the anterior cingulate cortex of schizophrenics, there is a shift of dopaminergic

terminals from pyramidal cells to GABA interneurons [101]. This dopamine could then act on
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D2 receptors located in these interneurons thereby reducing the release of GABA with the
subsequent disinhibition of pyramidal cells. In the animal model setting that we used, an
excessive release of dopamine following MK-801 administration [19] might lead to a further
reduction in GABAergic inhibition, which would result in an impairment of the intrinsic
cortical circuitry. In fact, this has been postulated to occur in the brain of schizophrenics
[102-104]. Dopamine D2 antagonists would dampen the inhibitory action of dopamine
overflow on GABA interneurons, thus elevating GABA release and reducing cortical
glutamatergic output induced by MK-801. The relevance of PV interneurons in this process
is underscored by two facts: 1) in rodents 50% of all GABA neurons contain PV [105] and 2)
PV neurons are thought to play a predominant role in gamma oscillations [106-108]. A
subtype of dopamine D2 receptor that has received attention recently is the D, receptor.
The dopamine D, receptor is of interest because of its localization in limbic structures
associated with the regulation of mood and cognition, such as cerebral cortex and
hippocampus [109, 110]. In addition, clozapine and olanzapine have significant affinities at
the dopamine D, receptor (Table 1), which supports the role of this receptor as a potential
target for antipsychotic drugs. For these reasons, it was deemed of importance to examine
the effects of a dopamine D, receptor antagonist (L-745,870) on the MK-801-induced
increases in cortical 5-HT and glutamate. Intracortical pretreatment with L-745,870
prevented the effects of MK-801 on glutamate, but not those on 5-HT (Fig (3)). Although
there is histological evidence of the presence of dopamine D, receptors in the mPFC of
rodents, controversy exists as regards to the level of expression [91, 111-115]. There is
consensus, however, that the prefrontal cortex depicts a prominent expression of this
receptor [91, 110, 114, 115], which is expressed in both pyramidal and GABAergic cells [91,
110, 114]. Our results are consistent with a localization of dopamine D, receptors in
GABAergic interneurons although it remains to be determined the phenotype of such cells.
The regulation of prefrontal function by dopamine involves not only D2, but also D1
receptors. In fact, dopamine D1 agonists enhance cortical dopaminergic transmission, which
is postulated to be good against cognitive and negative symptoms [116]. Indeed, the
systemic administration of a low dose of a dopamine D1 receptor agonist ameliorates
cognitive dysfunction induced by MK-801 although increases stereotypy and locomotor
activity (model of psychotic symptoms) at higher doses [117]. Our results show that
dopamine D1 agonism elicits comparable effects to those of dopamine D2 antagonists, i.e. a
reduction of MK-801-induced increase of cortical glutamate [62]. However, when the
concentration of the dopamine D1 agonist, SKF-38393, was increased to 100 uM, the
elevation of 5-HT elicited by MK-801 was abolished (Fig (4)). However, it remains to be
determined the potential clinical relevance of this effect. Although dopamine D4 receptors
are expressed by deep layer cortical pyramidal neurons [93, 118, 119,], they are also
localized to GABA-containing interneurons [92, 93, 119, 120]. Since the effect of SKF-38393
is difficult to reconcile with an action on excitatory D1 receptors located on pyramidal

neurons, a more plausible explanation is that SKF-38393 would bind to dopamine D1
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receptors of GABAergic neurons, thereby turning on GABAergic inhibition, which would
block the increase in glutamate efflux induced by MK-801. The dopamine D1 receptor family
is comprised of two subtypes: D4 and Ds. Inasmuch as the D; subtype seems to be
predominant in cortical PV interneurons [120, 121], it is conceivable that, in the conditions of
the present study, the blockade of MK-801-induced increase in cortical glutamate is
accounted for by an action of SKF-38393 on D, receptors located in PV interneurons.
However, the blockade of the effects on 5-HT might also suggest the presence of D;
receptors in another subpopulation of GABAergic interneurons that influence mPFC output
to the raphe nuclei (Fig (8)).

Altogether our results suggest that D2 antagonists and D1 agonists might end up
with the same response, i.e. to restore cortical GABA efflux in order to prevent an excessive
glutamatergic transmission following MK-801 administration. Furthermore, our results are
also consistent with the proposal that D1 receptor activation requires phasic dopamine
release whereas D2 receptors are continuously driven by basal, tonic dopamine release
[122].

EFFECTS OF SEROTONERGIC COMPOUNDS
In contrast to dopamine D2 receptor antagonists, the selective 5-HT,, antagonist, M100907
[123], prevented the increase in 5-HT and glutamate elicited by MK-801 in a concentration-
dependent manner (Fig (5)). This agrees with prior work using a competitive NMDA receptor
antagonist [16] and could reflect a reduction of a heightened prefrontal output (including that
projecting to the DR) following MK-801. In fact, at the concentration of 300 uM, M100907
decreased MK-801-induced 5-HT level below baseline values. Previous work from our lab
has also shown that 5-HT,, antagonism is able to prevent other paradigms of higher
serotonergic transmission in the mPFC, such as intra-mPFC perfusion of S-a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-4-propionic acid (S-AMPA), 2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine (DOI) and the a4-adrenoceptor antagonist cirazoline [59, 124], as well as
thalamic disinhibition [60]. 5-HT,s receptors are largely localized to apical dendrites of
pyramidal neurons [125, 126], a cellular zone that receives inputs from different cortical
areas, allowing integration within cortical layers and between different cortical areas. For
this reason, 5-HT,, antagonists are in a unique position to compensate for the increased
cortico-cortical transmission that probably occurs after MK-801 administration and the
pharmacological conditions mentioned above. Although there is evidence that 5-HToa
receptors are also present in cortical GABAergic interneurons of the rat mPFC [125, 127],
our results points to a predominant effect of M100907 on the population of receptors located
in pyramidal neurons following MK-801 administration.

Besides 5-HT,, receptor antagonism, 5-HT,4 receptor agonism is also able to block
the increase in 5-HT and glutamate elicited by MK-801 with a comparable potency (Fig (6)).
Another study has shown that the 5-HT,, receptor agonist 8-OH-DPAT also prevents the

increase in cortical 5-HT and glutamate evoked by a competitive NMDA antagonist [17]. As
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for the effects of M100907, the reduction of 5-HT is probably caused by a decrease in the
activity of pyramidal cells projecting to the DR [128, 129], which would ease this nucleus
from a tonic excitatory input, thereby decreasing the activity of 5-HT cells [130]. The 5-HT 5
receptor agonist repinotan (BAY x 3702) [131] has proved also effective in blocking the
increased 5-HT release induced by intra-mPFC perfusion of S-AMPA, DOI and cirazoline
[59, 124], as well as thalamic disinhibition [60]. The additional blockade of increased
glutamatergic transmission suggests that 5-HT5 receptor activation in the mPFC potently
attenuates the action of agents that enhance the activity of pyramidal neurons, an effect
shared by several different treatments and involving the stimulation of AMPA/kainate
receptors in the mPFC [18, 79]. Furthermore, the crucial localization of 5-HT4 receptors in
the perisomatic domain of cortical pyramidal neurons of the rat prefrontal cortex [132] might
explain the powerful effects of 5-HT44 receptor agonists. Both 5-HT,4 and 5-HT44 receptors
show a ~80% co-localization in the mPFC [124] with a high level of expression in pyramidal
cells labeled by vGIuT1 [127]. Altogether, this provides the anatomical support for an action
of serotonergic compounds on pyramidal cells of the mPFC. Although 5-HT,, and 5-HT4
receptors are also expressed in cortical GABAergic interneurons of the rat [125, 127, 133],
they do not seem to play a role in the control of cortical 5-HT and glutamate in the

conditions of the present work.

EFFECTS OF a,~-ADRENOCEPTOR ANTAGONISTS

As for 5-HT,, antagonists and 5-HTq5 agonists, the intra-mPFC administration of the a-
adrenoceptor antagonist prazosin [134] also blocked the MK-801-induced increase in 5-HT
and glutamate (Fig (7)). Although o4-adrenoceptors are largely co-expressed with 5-HTox
receptors (>80%) and are localized to both pyramidal and GABAergic cells (N. Santana, G.
Mengod and F. Artigas, unpublished results) in the mPFC, the effects of prazosin seen in
previous [62] and the present study are more congruous with a blockade of oy-
adrenoceptors located on pyramidal neurons, including those in layer V that project to the
dorsal raphe nucleus. The mechanism of action of prazosin is most likely similar to that of
M100907 inasmuch as both 5-HT,, and o4-adrenoceptors are coupled to the same
intracellular signaling mechanisms (phospholipase C) and mediate the excitatory actions of
5-HT and noradrenaline on pyramidal neurons of the mPFC [128, 135]. Moreover, the fact
that 5-HT,o and o4-adrenoceptors are localized to the same cortical areas [136-138]
provides a neuroanatomical support for the parallel action of 5-HT,, and a4-adrenoceptor
antagonists. The main difference in the cortical laminar distribution between 5-HT, and a-
adrenergic receptors is that the latter are separated in two bands around layer V [139, 140].
In line with the present work, previous studies carried out in our laboratory have revealed
that the perfusion of prazosin in the mPFC prevented the increase of 5-HT elicited by the
cortical application of cirazoline, DOl and S-AMPA [60], as well as thalamic disinhibition
[60]. Because all these compounds do not interact directly with each other’s receptors their

effects need to be interpreted not at receptorial level, but at cellular (pyramidal) level. This is
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correspondence with the role of pyramidal cells of the mPFC in integrating multiple inputs

from cortical as well as subcortical areas [141-143].

IMPLICATIONS FOR ANTIPSYCHOTIC ACTION

The findings of the present and previous [18, 62] work from our laboratory suggest that
excessive glutamate transmission in the mPFC (resulting from NMDA receptor blockade)
may be associated with some positive symptoms of schizophrenia, inasmuch as they are
better treated by drugs that possess some degree of dopamine D2 receptor antagonism (a
characteristic of the great majority of marketed antipsychotic drugs). In contrast, impairment
of serotonergic pathways in the mPFC might rather be related to negative symptoms and/or
cognitive deficits, conditions for which atypical antipsychotic drugs (e.g. clozapine and
olanzapine) seem to display superior therapeutic efficacy. However, several recent studies
have somehow challenged this purported higher efficacy in the clinic. Thus, the Clinical
Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness (CATIE) study has shown that the typical
drug perphenazine is as effective as other atypical drugs in terms of PANSS scores.
However, olanzapine was the medication that patients stayed on the longest in the trial
[144]. In similar terms, the Cost Utility of the Latest Antipsychotics in Severe Schizophrenia
(CUtLASS) study also concluded that second-generation (atypical) antipsychotics do not
offer significant clinical benefits over first-generation (typical) drugs when prescribed to
patients with schizophrenia [145]. Altogether these studies illustrate the difficulty of
translating from experimentally-observable pharmacological differences in the preclinical
setting to therapeutic advantages.

Thus, there is a clear need for targeting different transmitter receptors in order to achieve
better treatment (as well as a lower side-effect profile) of schizophrenia. Pharmacological
models of schizophrenia based on NMDA antagonism, dopaminergic stimulants or
serotonergic agonists point to an exacerbated glutamatergic transmission, at least in the
mPFC. Our results suggest that, antagonism at 5-HT, and a4-adrenergic receptors, as well
as agonism at 5-HT.s receptors, are able to prevent the excessive glutamatergic
transmission in the mPFC produced by such different conditions. In line with these results, it
has been shown that 5-HT and selective receptor agonists modulate the excitability of
cortical neurons and their discharge rate through the activation of several receptor subtypes:
namely 5-HTqa, 5-HT4g, 5-HT2a0c and 5-HT; [128, 146-152]. Atypical antipsychotic drugs
that exhibit 5-HT,» antagonism and/or 5-HTs agonism, such as clozapine, increase
dopamine efflux in the mPFC of rodents [57, 153-157], which is potentially involved in the
improvement of negative symptoms and cognitive dysfunction in schizophrenia [154, 155,
158, 159]. This effect appears to be dependent on the presence of intact 5-HT 15 receptors
[567, 157]. Given that some of these drugs (e.g. olanzapine) do not depict affinity for 5-HT 4
receptors (Table 1), it would seem that the 5-HTqs receptor has a permissive role in this
action, rather than being directly responsible. However, the increase in dopamine efflux

produced by atypical antipsychotic drugs, including olanzapine, is inhibited by the 5-HT;a
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receptor antagonist WAY 100635 [155] and absent in 5-HT,, receptor knockout mice [57],
which suggests a pivotal role for 5-HT4 agonism in some of the key properties desired for
novel antipsychotic drugs. This concept is supported by clinical trials with partial 5-HT 4
receptor agonists, which report the ability of these compounds not only to reduce the
incidence of EPS [46] but also to enhance some domains of cognitive function [47].
However, inconsistent results have been found depending on the antipsychotic drug and the
5-HT 44 receptor agonist used (reviewed in [160]).

With regard to as-adrenoceptors, preclinical studies have revealed that the blockade
of ay-adrenoceptors by prazosin potentiated the antipsychotic-like effect of dopamine D2
receptor antagonists [161]. In addition, all antipsychotic drugs used in this study display high
in vitro affinity for a4-adrenoceptors (Table 1), which suggests a potential antipsychotic role
of aii-adrenoceptor antagonism in the pharmacotherapy of schizophrenia. However, the use
of drugs that possess a high o4-adrenoceptor antagonism in vivo is limited because their
cardiovascular side-effects (hypotension, arrhythmia).

In summary, the intra-mPFC administration of M100907, repinotan and prazosin
prevents MK-801-induced increase in 5-HT and glutamate, effects that are comparable to
those obtained with clozapine and olanzapine [62; present study], and can be associated to
a direct reduction the excitability of a subpopulation of pyramidal neurons in the mPFC (Fig
(8)). Thus, it is possible that 5-HT,5 and a4-adrenergic receptor antagonism, as well as 5-
HT,a receptor agonism, may relate to a better treatment of most symptoms of
schizophrenia. In fact, preclinical studies have shown that 5-HT,, antagonists and 5-HT4
agonists can alleviate cognitive deficits induced by NMDA receptor antagonists [61].
Because each of these receptor components do not confer antipsychotic properties
individually, it is conceivable that a combined effect is necessary to achieve this goal.

In a recent work, Homayoun and Moghaddam demonstrated that clozapine has the
unique feature of increasing the activity of putative pyramidal neurons with low baseline
firing rates and decreasing the activity of neurons with higher firing rates in prefrontal cortex
[64]. Given that antagonists at D,/D3, D4, 5-HT,s receptors and a dopamine D1 receptor
antagonist are all able to increase basal extracellular glutamate on their own (Table 2), but
they prevent the increase of glutamate release evoked by MK-801, the dual effect of
clozapine can result from its interaction with such monoamine receptors, and this might be
related to the pro-cognitive effects of the drug. It would be interesting to examine whether
this effect of clozapine is shared by other atypical antipsychotic drugs with a similar
pharmacological profile.

Unlike serotonergic and adrenergic compounds, the effects of dopaminergic
compounds have been attributed to an increase in cortical inhibition responsible for a
reduction of an excessive glutamatergic stimulation following NMDA antagonism ([62];
present study). This implies the localization of dopamine D4/Ds, D,/D3; and D, receptors in a
subpopulation of GABA interneurons (possibly those containing PV). Interestingly, the
finding that a high concentration of the SKF 38393 is also able to prevent the MK-801-
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induced increase of cortical 5-HT seems to suggest that D,/D5 receptors are also located in
a different set of GABA interneurons, perhaps those containing cholecystokinin [162, 163].
Clozapine has been shown to enhance dopamine D1 receptor-mediated neurotransmission
[72, 164]. Therefore, the pro-cognitive action of clozapine could also result from its action on
dopamine D1 receptors. Alternatively, it has also been suggested that the action of
clozapine could involve potentiation of NMDA transmission (see [165] for review). Our
results support a similar view for olanzapine. On the other hand, blockade of dopamine
D,/D; receptors may be in the front line of the pharmacological treatment of schizophrenia
because dopamine D./D; antagonists would increase GABA inhibition directly, thus
restoring cortical synchrony.

The conclusions raised in previous [62] and the present study are established as a
result of the analogies present in the action of antipsychotic drugs and selective agonists
and antagonists for monoaminergic receptors. However, it remains to be determined if
different effects may emerge from a combination of multiple interactions among these
receptors. Furthermore, as a general rule for psychiatric illnesses, caution must be taken in

extrapolating the results obtained in an animal model to a clinical setting.

FUTURE TRENDS

From the beginning of pharmacotherapy of schizophrenia, medicine cases have been filled
with drugs that shared the characteristic of being dopamine D2 receptor antagonists. First
generation typical antipsychotics like haloperidol and chlorpromazine potently block
dopamine D,/D3/D, and a4-adrenergic receptors. The blockade of dopamine D2 receptors in
the PFC and the nucleus accumbens appears to be beneficial for psychotic symptoms
(delusions, hallucinations). However, the same action in other areas of the brain can cause
severe EPS and hyperprolactinemia [33]. Second generation atypical antipsychotic drugs
like clozapine and olanzapine keep some degree of dopamine D./Ds;/D, antagonism, but
they display a higher antagonism at 5-HT.aoc receptors. These features seem to be more
effective for negative symptoms and cognitive deficits although some side-effects (weight
gain, impairment of glucose and lipid metabolism) may appear [166]. However, this group of
drugs is not homogeneous, and a recent meta-analysis of randomized controlled trials has
shown that only four of these second-generation drugs (amisulpride, clozapine, olanzapine
and risperidone) were better than first-generation antipsychotic drugs for overall efficacy
[167]. The other second-generation drugs (quetiapine, sertindole, ziprasidone, zotepine)
were not more efficacious than the first-generation drugs, even for negative symptoms.
Therefore, efficacy on negative symptoms does not seem to be a core component of
atypicality. Third generation antipsychotic drugs like aripiprazole and bifeprunox improve
both positive and negative symptoms of schizophrenia without producing EPS or increases
in serum prolactin [168, 169]. The unifying features of this third generation antipsychotics
are the association of D,/Dj; interaction (antagonism or partial agonism) with 5-HT,4 receptor

activation without the requirement for 5-HT,, receptor blockade. More recently it has been
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shown that drugs that interact with mGIluR also have potential for the treatment of
schizophrenia [37, 170, 171]. However, a significant proportion of patients still do not
experience complete remission of their positive symptoms and negative/cognitive symptoms
remain poorly treated. In recent years, research and development efforts have sought novel
"atypical" antipsychotic drugs that would offer the therapeutic advantages of clozapine
without the associated risk of side effects.

In the search for reliable biomarkers to be used in R+D of newer drugs, our results
first suggest that the blockade of an exacerbated 5-HT release in the mPFC induced by
NMDA antagonists can be a useful biochemical marker of “atypicality” of antipsychotic
drugs. Although this has been established for clozapine and olanzapine (drugs that display
a similar pharmacological profile), further research is needed to determine whether this is a
distinct feature of other second generation antipsychotic drugs and, most interestingly, if this
holds also true for third generation antipsychotics (which represents receptor mechanisms
that include dopamine D,/D; receptor partial agonism).

GABAergic interneurons in prefrontal cortex play a critical role in cortical circuits by
providing feedforward and feedback inhibition and synchronizing neuronal activity [172,
173]. In this regard, we also propose that blockade of dopamine D,/Ds;/D, as well as
dopamine D4 agonism in the mPFC may lead to a restoration of cortical GABA inhibition and
synchrony alleged to be impaired in schizophrenia [102-104, 174]. Further support for this
hypothesis has been obtained recently in our lab showing that both clozapine and
haloperidol have the ability of reverse the effects of PCP on pyramidal cell firing and cortical
synchronization [65]. However, it is also possible that the same effect is caused by different
mechanisms, i.e. blockade of dopamine D,/Ds/D, receptors (haloperidol) or 5-HToa
receptors (clozapine). Further research is needed to verify such different alternatives.

On the other hand, antagonism at 5-HT,5 and o4-adrenergic receptors, as well as
agonism at 5-HT44 receptors may also be helpful by suppressing an excessive stimulation of
pyramidal cells. One of the most important issues in this field is the fact that all these
monoamine receptors implicated in the pharmacological treatment of schizophrenia are
present in both pyramidal cells and GABA interneurons in the mPFC [93, 127]. Therefore,
the question arises as to what factors determine the binding of a drug predominantly to one
of these cellular populations. With this in mind, newer antipsychotics would target receptors
responsible for stimulating cortical GABA inhibition and diminishing excessive excitability of
pyramidal cells without the undesired effects of similar actions in other areas of the brain. In
addition, the regulatory changes of the complex formed by 5-HT,, and mGIuR2 receptors
presumed to be involved in the altered cortical processes [175] also suggests that this

receptor complex is a promising new target for the treatment of psychosis.
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Table 1. In vitro binding affinities of the four antipsychotics used in the present study,

expressed in K; values (nM).

Receptor Clozapine Olanzapine Haloperidol Chlorpromazine
D, 85 31 210 56
D, 125 11 1 2

D; 473 27 2 9

D, 35 21 5 12
5-HT1a 770 >10,000 2,600 116*
5-HTa 12 2 78 2
5-HTyc 8 11 1,500 25
o4-adrenergic 7 7 6 1

H; histamine 6 7 >730 9
Muscarinic 2 2 >1,500 60

Data taken from references [44, 45, 52, 81-83].
*Data from human cloned 5-HT 44 receptors.

Table 2. Changes in extracellular 5-HT and glutamate in the mPFC as a result of the action

of intra-mPFC administration of drugs on different monoamine receptors. (=) unchanged, (1)

increase and () decrease.

Receptor action

Changes in 5-HT

Changes in glutamate

D,/D3; antagonism

D, antagonism
D4 agonism

5-HT,4 agonism

5-HT, antagonism

ag-adrenoceptor antagonism

Data taken from reference [60, 62] and X. Lépez-Gil, F. Artigas and A. Adell (unpublished

results).
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Figure 1. Effects of the intra-mPFC perfusion (line) of 300 uM of clozapine (CLZ),
olanzapine (OLZ), chlorpromazine (CPZ) and haloperidol (HAL) on the efflux of 5-HT (A)
and glutamate (B) in the mPFC elicited by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data (mean %
SEM) are expressed as percentage changes of the four basal predrug values. Number of
animals is given in parentheses. The control group received an injection of saline and, for
the sake of clarity, is depicted as a dotted line. Analysis of variance (ANOVA) shows that all
four antipsychotic drugs block the increase in glutamate produced by MK-801, but only

clozapine and olanzapine are able to block the effect of MK-801 on 5-HT.
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Figure 2. Effects of the perfusion of the dopamine D,/D; antagonist raclopride
(RAC, 10, 30 and 100 uM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC elicited
by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve (AUC)
analysis of 4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control group
depicted as open bar. *p < 0.01 vs. control group and §‘p < 0.01 vs. MK-801 alone (Newman-
Keuls test following ANOVA).
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Figure 3. Effects of the perfusion of the selective dopamine D, antagonist L-
745,870 (L, 10 and 30 pM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC elicited
by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve (AUC)
analysis of 4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control group
depicted as open bar. *p < 0.01 vs. control group and §p < 0.01 vs. MK-801 alone (Newman-
Keuls test following ANOVA).
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Figure 4. Effects of the perfusion of the dopamine D,/Ds agonist SKF 38393 (SKF,
1, 10 and 100 pM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC elicited by MK-
801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve (AUC)
analysis of 4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control group

depicted as open bar. *p < 0.01 vs. control group and §‘p < 0.01 vs. MK-801 alone (Newman-

Keuls test following ANOVA).
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Figure 5. Effects of the perfusion of the selective 5-HT,5 antagonist M100907 (M, 1,
10 and 300 uM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC elicited by MK-801
(1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve (AUC) analysis of
4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control group depicted as

open bar. *p < 0.01 vs. control group and §p < 0.01 vs. MK-801 alone (Newman-Keuls test

following ANOVA).
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Figure 6. Effects of the perfusion of the selective 5-HT,5 agonist repinotan (BAY x
3702; BAY, 1 and 30 uM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC elicited
by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve (AUC)
analysis of 4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control group
depicted as open bar. *p < 0.01 vs. control group and §‘p < 0.01 vs. MK-801 alone (Newman-
Keuls test following ANOVA). Data taken and redrawn from reference [62], with permission

from Cambridge University Press.
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Figure 7. Effects of the perfusion of the selective a4-adrenoceptor antagonist
prazosin (PRZ, 1, 10 and 100 uM) on the efflux of 5-HT (A) and glutamate (B) in the mPFC
elicited by MK-801 (1 mg/kg, i.p.; arrow). Data are based on integrated area under the curve
(AUC) analysis of 4-h perfusion, and expressed as the percentage change from the control
group depicted as open bar. *p < 0.01 vs. control group and §p < 0.01 vs. MK-801 alone
(Newman-Keuls test following ANOVA).
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VTA DR

Figure 8. The diagram illustrates the functional relationships between the mPFC
and its dopaminergic and serotonergic projections from the VTA and the DR, respectively.
Although all monoaminergic receptors depicted in this figure are present in both pyramidal
cells and GABAergic interneurons, it is only represented the localization that conforms to the
results obtained in the present study.
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Trabajo 5:

NMDA receptor blockade needs to disrupt prefrontal cortex bilaterally
in an animal model of schizophrenia.

Lépez-Gil X., Artigas F. and Adell A.

Estudios previos han mostrado que los efectos de la administracion
sistémica de MK-801 no se reproducen cuando es perfundido en la corteza,
sugiriendo que estos compuestos actian en otra regién del cerebro, bloqueando
neuronas GABAérgicas ténicamente activas y desinhibiendo una conexién
excitatoria cuyo efecto final serian las alteraciones corticales. Recientes
publicaciones han mostrado resultados que sugieren un efecto local en la corteza
prefrontal. Basdndonos en estos datos, nuestra hipétesis de trabajo es que los
antagonistas NMDA necesitan afectar ambas cortezas para la realizacién de sus
efectos. Mediante la administracion de MK-801 de forma bilateral en la corteza
prefrontal se observé un marcado incremento de la transmisién serotonérgica,
mostrando un efecto local en la corteza prefrontal. Por otro lado, la perfusién
unilateral en la corteza izquierda de TTX fue capaz de evitar el incremento de 5-HT
en la corteza derecha tras la administracién sistémica de MK-801. Tomando esta
liberacion de serotonina como un reflejo de la actividad cortical, estos resultados
indican que es necesario que el MK-801 actliie de forma bilateral para provocar un
aumento de la actividad de la corteza prefrontal. Desde el punto de vista de las
alteraciones del comportamiento, la perfusion bilateral no fue capaz de reproducir
el efecto de la administracion sistémica, lo que indica que estas estereotipias no
estan mediadas por la corteza prefrontal. El marcaje con fluorogold muestra que la
corteza prefrontal medial presenta una fuerte conexién contralateral, lo que
refuerza la importancia de una alteracién en esta comunicacion por parte de los
antagonistas NMDA.
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Abstract

Previous studies have shown that systemic, but not unilateral intra-prefrontal cortex
administration of the NMDA antagonist, MK-801, increased the local efflux of serotonin and
induced stereotypies. In addition, recent data showed that systemic MK-801 reduced the
activity of cortical inhibitory interneurons. In the search of the site of action of these
compounds in the brain, in the present work we tested the hypothesis that MK-801 would
need to act on both prefrontal cortices to reproduce the increases in serotonergic
transmission and behavioral stereotypies elicited in the rat by systemic MK-801. In the
present study, we combined in vivo microdialysis with behavioral scoring by direct
observation. Extracellular serotonin in the medial prefrontal cortex and stereotypic
movements were measured after systemic (1 mg/kg), unilateral and bilateral perfusion (300
puM) of MK-801. Additionally, perfusion of fluorogold through dialysis probe was used to
label retrogradely the structures that project to the medial prefrontal cortex. We find that
systemic and bilateral (but not unilateral) prefrontal administration of MK-801 increased
dialysate serotonin whereas only systemic administration of MK-801 induced the overt
behavioral activation and stereotypies. Fluorogold labeled retrogradely the ipsilateral portion
of the dorsal raphe nucleus and the contralateral medial prefrontal cortex. Our results
support the hypothesis that a bilateral hypofunction of NMDA receptors in the medial
prefrontal cortex is needed to increase the cortical efflux of serotonin and possibly other

parameters such as pyramidal cell hyperactivity and glutamate release.
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Introduction

The hypothesis of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor hypofunction in
schizophrenia stems from the observation that NMDA antagonists, such as phencyclidine
(PCP) and ketamine, induce psychotic and negative symptoms as well as cognitive
impairment that resemble those present in schizophrenia (Javitt and Zukin, 1991; Krystal et
al., 1994). Several higher brain functions that are impaired in schizophrenia (e.g., working
memory, decision making, etc.) are dependent on the integrity of the prefrontal cortex
(Goldman-Rakic, 1994), and alterations of subunit expression and intracellular signaling
proteins of NMDA receptors have been found in the prefrontal cortex of schizophrenics
(Akbarian et al., 1996; Beneyto and Meador-Woodruff, 2008). In rats, systemic
administration of NMDA antagonists induces hyperlocomotion and stereotypies, and
increases pyramidal cell firing (Jackson et al., 2004) and extracellular serotonin (5-HT) in
the medial prefrontal cortex (MPFC) (Adams and Moghaddam, 2001; Loépez-Gil et al.,
2007). These latter effects are dependent on glutamatergic transmission through the
activation of AMPA/kainate receptors (Katayama et al., 2007; Lépez-Gil et al., 2007). Thus,
we have hypothesized that the extracellular concentration of 5-HT in the mPFC is an index
of in vivo excitatory transmission in mPFC. Three sets of findings further support this view:
1) the activation of excitatory (5-HT,a, a4-adrenergic, AMPA) or inhibitory (5-HT4a, p-opioid,
mGIluR2/3) receptors in mPFC increased and decreased, respectively, the local 5-HT efflux
and/or the firing of 5-HT neurons and 5-HT release in the dorsal raphe nucleus (DR)
(Celada et al. 2001; Martin-Ruiz et al. 2001; Amargds-Bosch et al. 2003, 2004; Puig et al.
2003); 2) NMDA receptor blockade also increase 5-HT neuron activity (Lejeune et al. 1994);
and 3) the electrical stimulation of the mPFC enhances 5-HT efflux in the DR (Celada et al.,
2001), which is also a measure of serotonergic activation (Tao et al., 2000). The anatomical
substrate for these actions is likely a subpopulation of pyramidal neurons of layer V of
mPFC that project heavily to the DR (Gabott et al., 2005). It has been hypothesized that
NMDA antagonists impair GABAergic inhibition in the mPFC, leading to pyramidal cell
disinhibition and downstream changes in other transmitters. Previous studies have reported
that unilateral intra-mPFC perfusion of NMDA antagonists do not reproduce the increased
extracellular glutamate and 5-HT (Lorrain et al., 2003; Lopez-Gil et al., 2007) nor the
increase in pyramidal cell firing (Suzuki et al.,, 2002) observed after their systemic
administration. This suggests that these drugs would predominantly block NMDA receptors
located outside the mPFC. However, recent data has shown that the systemic
administration of MK-801 elicited an inhibition of the firing of mMPFC GABAergic neurons
followed by an increase in the activity of mPFC pyramidal neurons (Homayoun and
Moghaddam, 2007), which suggests an involvement of NMDA receptors located on cortical
GABAergic interneurons. To reconcile such contradictory data, our working hypothesis
herein was that NMDA antagonists should block NMDA receptors in both mPFCs to produce

the increases in 5-HT and in (perhaps) stereotypy. To this end, a microdialysis probe was
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implanted in each mPFC and extracellular 5-HT and stereotypies were examined after

systemic, unilateral and bilateral intra-mPFC administration of MK-801.

Materials and Methods
Animals and Treatments

Male Wistar rats (Charles River Laboratories, Cerdanyola del Vallés, Spain)
weighing 250-280 g were used. Food and water were always available. All experimental
procedures followed European Union regulations (Official Journal of the European
Communities L358/1, 18 December 1986), and were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committees. Dizocilpine maleate, (MK801, Sigma-Aldrich Tres Cantos,
Spain) was dissolved in saline for intraperitoneal (i.p.) administration (1 mg/kg) or in artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) for intra-mPFC perfusion (300 uM). Tetrodotoxin (TTX, Sigma-
Aldrich) was dissolved in artificial CSF. The dose and perfused concentration of MK-801

was selected from our previous work (Lépez-Gil et al., 2007).

Behavioral Measures

Gross behavioral scores were assessed by direct observation of rats undergoing in
vivo microdialysis and were based in a method described previously (Jackson et al., 2004).
Stereotypies were rated during the last 5 minutes of each 20-min sample. Animals received
a score of 0 (absence), 1 (presence) or 2 (intense; >50% of the 5-min period) for each of the
following behaviors that show a repetitive pattern: reciprocal forepaw treading, side-to-side
head weaving and turning. Total scores were calculated by summing the individual values of

each behavior during each 5-min period.

Microdialysis Procedures

Concentric dialysis probes with a 4-mm membrane were implanted under sodium
pentobarbital anesthesia (60 mg/kg i.p.) in the right and left mPFC (AP +3.2 mm, L +0.6
mm, DV -6.0 mm; from bregma) according to Paxinos and Watson (1986). Microdialysis
experiments were conducted 20-24 h after surgery in freely moving rats by continuously
perfusing probes with artificial CSF (125 mM NaCl, 2.5 mM KClI, 1.26 mM CaCl;, 1.18 mM
MgCl,, and 1 uM citalopram) at a rate of 1.5 yl/min. The addition of an uptake inhibitor to the
perfusion fluid is used to decrease clearance from the extracellular space and magnify the
release component of extracellular 5-HT (Adell et al, 2002). This does not interfere with the
local or systemic actions of the drugs used in the present experiments (Lopez-Gil et al.,
2007). Dialysate samples of 30 ul were collected every 20 min and 5-HT was determined by
HPLC as described (Lopez-Gil et al., 2007). Briefly, the HPLC system consisted of a Waters
717plus autosampler (Waters Cromatografia, Cerdanyola, Spain), a Hewlett-Packard series
1050 pump (Agilent Technologies, Las Rozas, Spain), an octadecylsilica (ODS) column (7.5
cm x 0.46 cm; Beckman, San Ramon, CA), and an amperometric detector Hewlett-Packard
1049 (Agilent Technologies) set at an oxidation potential of 0.6 V. The mobile phase
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consisted of 0.15 M NaH,PO,, 1.8 mM octyl sodium sulfate, 0.2 mM EDTA (pH 2.8, adjusted
with phosphoric acid), and 30% methanol and was pumped at 0.7 ml/min. At the completion
of dialysis experiments, rats were given an overdose of sodium pentobarbital and a Fast

Green solution was perfused through the dialysis probes to stain the surrounding tissue.

Fuorogold tracing

In a parallel experiment using four rats implanted with a single probe in the right
mPFC, a 0.4% solution of fluorogold (FG, Fluorochrome LLC, Englewood, CO, USA; 2% in
0.1 M cacodylate buffer, pH 7.3) prepared in artificial CSF was perfused at 5 pl/min for 10
min through the probe. Seven days later, rats were anesthetized with 60 mg/kg sodium
pentobarbital and perfused intracardially with 4% paraformaldehyde. Brains were removed
from the skull and stored in 10% sucrose and processed using standard procedures. Tissue
sections, 14 uym thick were obtained with a cryostat, mounted in glass slides pretreated with
Histogrip (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA), and visualized with a direct

fluorescence microscope.

Statistics

Microdialysate 5-HT (mean + SEM) was calculated as fmol/30 pl, and shown in the
figures as percentages of basal values, averaged from four fractions collected before
treatment. Significant (p<0.05) differences in dialysate 5-HT and behavioral scores were
analyzed by two-way, repeated-measures, analysis of variance (ANOVA) with time and

treatment as factors followed by Newman—Keuls tests.

Results
Effects of MK-801 on cortical 5-HT and behavioral scores

A representative site of the placement of dialysis probes is shown in Supplemental
Material 1. The systemic administration of 1 mg/kg MK-801 increased the extracellular
concentration of 5-HT to a ~170% of basal values in right and left mPFCs (Figure 1A). In
line with previous results (Lopez-Gil et al., 2007), the unilateral administration of 300 uM
MK-801 in the mPFC failed to alter 5-HT in any of the mPFC (Figure 1B). However, the
bilateral perfusion of 300 yM MK-801 increased dialysate 5-HT in both mPFCs (Figure 1C)
to a level not significantly different than that after systemic administration. The perfusion of 1
UM TTX unilaterally in the mPFC abolished locally the basal concentration of 5-HT without
altering its concentration in the contralateral mPFC (Figure 2A). The local effect of TTX on
dialysate 5-HT has been observed consistently and is a process completely reversible
(Lépez-Gil et al., 2007). Further, the perfusion of 1 yM TTX unilaterally in the mPFC
abolished the local increase in 5-HT elicited by the systemic administration of MK-801, but
also reduced significantly the MK-801-induced increase in 5-HT in the contralateral mPFC
(Figure 2B). With regard to the behavioral scores, the systemic administration of 1 mg/kg

MK-801 significantly increased the stereotyped behavior (Figure 3A), an effect that was not
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blocked by the unilateral perfusion of 1 yM TTX (Figure 3C). Neither the unilateral nor
bilateral perfusion of 300 yM MK-801 in the mPFC produced the emergence of stereotyped
behaviors (Figure 3B).

Tract tracing studies with fluorogold

The perfusion of fluorogold through the probe implanted in the right mPFC
retrogradely labeled the contralateral mPFC (Figure 4) and the ipsilateral DR (Figure 5).
Other structures labeled ipsilaterally with fluorogold were the ventral hippocampus and the
mediodorsal thalamic nucleus (data not shown). It is also of note that only certain cortical

areas and parts of the amygdala were contralaterally labeled (data not shown).

Discussion

It has been previously shown that the systemic administration of noncompetitive
NMDA antagonists induced behavioral activation and enhanced the efflux of glutamate and
5-HT in the mPFC (Moghaddam et al., 1997; Lorrain et al., 2003; Lopez-Gil et al., 2007),
effects that were not observed following the unilateral intra-mPFC perfusion of such drugs
(Lorrain et al., 2003; Lépez-Gil et al., 2007). The present results show that bilateral (but not
unilateral) perfusion of MK-801 in the mPFC elicited an increase of cortical 5-HT efflux,
which was comparable to that seen after its systemic administration. This suggests that the
effects of systemic NMDA antagonists on prefrontal 5-HT, and likely the overall state of
mPFC hyperexcitability that underlies it, require bilateral disruptions of the mPFC. The
different time course of the effects of MK-801 between systemic and intra-mPFC
administration could likely be accounted for by the slower delivery rate of the drug through
the dialysis membrane, which is limited by the low application rate (in the low nmol/h range)
and its continuous clearance by the CSF. Taking into consideration the existence of a
bilateral glutamatergic mPFC-DR projection (Hajos et al., 1998) but a predominantly
ipsilateral serotonergic DR-mPFC pathway (present study), the bilateral perfusion of MK-
801 could produce a larger stimulation of serotonergic output from the DR. Alternatively, it
would be also possible that prefrontal interconnectivity was indeed crucial for this purpose.
To address this issue, a unilateral perfusion of TTX in the mPFC was performed. The
perfusion of TTX in one mPFC abolished local 5-HT efflux without altering it in the
contralateral mPFC. However, unilateral TTX could impair MK-801-induced 5-HT efflux not
only in the ipsilateral mPFC but also to great extent in the contralateral mPFC, thus
supporting the idea that bilateral disruption of the mPFC is required to mimic the effects of
systemic NMDA antagonists. Although this phenomenon appears clear-cut, the underlying
cellular mechanisms remain to be determined. It is possible that each mPFC targets a
different population of DR serotonergic neurons and that extracellular 5-HT in the mPFC is
increased only when a sufficient number of DR serotonergic cells in both hemispheres are
stimulated by cortical projections. This and recent data (Homayoun and Moghaddam, 2007)

lend also support to the view that these agents primarily act through a preferential inhibition
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of GABAergic interneurons, thus leading to a disinhibited state of pyramidal activity (Olney
and Farber, 1995; Moghaddam et al, 1997; Krystal et al, 2003), which is associated with
excessive neuronal activity and efflux of glutamate and 5-HT within the mPFC (Adams and
Moghaddam, 2001; Lopez-Gil et al., 2007). Our results further suggest that these inhibitory
neurons are located within the mPFC. In line with this assumption, it has been shown that
PCP and MK-801 reduce the extracellular concentration of GABA in the mPFC (Yonezawa
et al., 1998). Interestingly, the perfusion of 100 uM of the competitive NMDA receptor
antagonist 3-(R)-2-carboxypiperazin-4-propyl-1-phosphonic acid (CPP) in the mPFC
enhanced extracellular glutamate and 5-HT (Calcagno et al., 2009), which indicates the
existence of differences in the mechanism of action of competitive vs. noncompetitive
NMDA receptor antagonists.

In contrast to the changes in serotonergic transmission, the bilateral perfusion of
MK-801 did not induce changes in behavioral scores. This indicates that MK-801-induced
hyperlocomotion and stereotypies are not dependent on an action in the mPFC or that
higher local concentrations are needed. Several findings give support to either possibility.
On the one hand, electrolytic lesion or transection of mPFC fails to alter such behaviors
(Scorza et al.,, 2008), and bilateral injections of MK-801 into the nucleus accumbens
increase locomotion and head weaving (Al-Khatib et al., 1995). Altogether these
observations favor the idea of a subcortical site of action of these agents for inducing
stereotyped behavior. On the other hand, stereotypy, measured as forepaw treading and
head weaving, is highly correlated with dialysate 5-HT in the prefrontal cortex (as well as
with caudate/putamen and nucleus accumbens) albeit at much higher concentrations than
those reached in the present work (Baumann et al., 2008), which would rather favor the
notion of a dependency of the stereotypic movements elicited by NMDA antagonists on
mPFC 5-HT. Interestingly, bilateral microinjections of CPP in the mPFC (a route of
administration that likely delivers higher amount of drugs than their perfusion through
dialysis probes) increased locomotion and impaired attention and some aspects of
executive function (Mirjana et al., 2004; Carli et al., 2006; Del Arco et al., 2008). It is likely
that the higher concentrations of these drugs reached after direct microinjections might be
responsible of these behavioral changes (Baumann et al., 2008). Although further research
is needed to ascertain the likely multiple sites of action of NMDA antagonists with regard to
cognitive functions as well as hyperlocomotion and stereotypies, it seems that bilateral

action on brain structures is essential.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effects of the systemic and intra-mPFC administration of MK-801 on dialysate 5-
HT in the medial prefrontal cortex (mPFC). (A) A single injection of MK-801 (1 mg/kg, i.p.)
increased extracellular 5-HT both in the left [F(1,17) = 18.63; p < .001] and right mPFC
[F(1,17) = 22.09; p < .0005]. (B) Unilateral perfusion of MK-801 (300 uM) in the right mPFC
did not alter extracellular 5-HT locally [F(1,9) = 1.12; p = .318, vs. control] or in the left
mPFC [F(1,6) = .42; p = .543, vs. right mPFC]. Similarly, unilateral perfusion of MK-801 (300
pMM) in the left mPFC did not alter extracellular 5-HT locally [F(1,9) = .01; p = .931, vs.
control] or in the right mPFC [F(1,6) = .35; p = .577, vs. left mPFC]. (C) Simultaneous
perfusion of MK-801 (300 uM) in each mPFC increased dialysate 5-HT both in the left
[F(1,15) = 16.62; p < .0009] and right mPFC [F(1,15) = 13.72; p < .005] to the same extent
that the corresponding increases observed after the systemic administration of the drug.
Data (mean + SEM) are expressed as percentage changes of the four basal predrug values.
Number of animals is given in parentheses. The arrow represents the systemic
administration of saline or MK-801 whereas the bar indicates the intra-mPFC perfusion of
MK-801.

Figure 2. Effects of the unilateral perfusion of TTX (1 uM, bar) on mPFC 5-HT in saline- and
systemic MK-801 injected (arrow) animals. (A) The perfusion of 1 yM TTX unilaterally in the
left mPFC abolished locally the basal concentration of 5-HT [F(1,13) = 82.67; p < .000005]
without altering its concentration in the contralateral (right) mPFC [F(1,13) = 2.44; p = .142].
(B) The perfusion of 1 yM TTX unilaterally in the left mPFC abolished the local increase in
5-HT elicited by the systemic administration of MK-801 [F(1,22) = 213.72; p < .0000001], but
also reduced significantly the MK-801-induced increase in 5-HT in the contralateral (right)
mPFC [F(1,22) = 36.89; p < .000005]. Data (mean + SEM) are expressed as percentage
changes of the four basal predrug values. Number of animals is given in parentheses. The
arrow represents the systemic administration of MK-801 whereas the bar indicates the intra-

mPFC perfusion of TTX. The control curves in (B) have been omitted for the sake of clarity.

Figure 3. Effects of the systemic (A) and local (unilateral or bilateral) (B) administration of
MK-801 on stereotyped behavior. The systemic administration of MK-801 (1 mg/kg, i.p.) was
the only treatment that significantly increased the stereotypies (turning, forepaw treading
and head weaving) in the rats [F(1,17) = 96.78; p < .000001]. This increase was not blocked
by the unilateral perfusion of 1 uyM TTX (C). Behavioral scores are expressed as mean *
SEM. Number of animals is given in parentheses. The arrow represents the systemic
administration of MK-801 whereas the bar indicates the intra-mPFC perfusion of MK-801 (B)
or TTX (C).
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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Figure 4. Schematic representation of the microdialysis probe implant and the fluorescence
microscopy image of fluorogold labeling. The perfusion of fluorogold through the probe
implanted in the right mPFC retrogradely labeled the contralateral mPFC. Of interest is the
finding that the contralateral labeling is markedly concentrated in layer V. Also, contralateral
layer | of the mPFC is devoid of fluorogold labeling, which indicates that there was no
diffusion of the tracer to the contralateral hemisphere. The white rectangle represents the

membrane of the probe (4-mm length).
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Figure 5. Serotonergic projection from the dorsal raphe nucleus (DR) to the mPFC. The
perfusion of fluorogold through the probe implanted in the right mPFC almost exclusively
labeled retrogradely the ipsilateral part of the DR, but not the left section. This indicates that,
although mPFC projection to the DR has been shown to be bilateral (Hajos et al., 1998), the
serotonergic projection to the mPFC is mainly ipsilateral. Fluorogold labeling in the DR is

concentrated in its ventral part.

1 mm

Supplemental Material 1. Representative histological section cut in the coronal plane at 40
um and stained with Neutral Red. The picture shows the tracts of two dialysis probes

implanted in the right and the left mPFC of the rat. Scale bar, 1 mm.
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Trabajos anexos:

Se ha demostrado que el efecto final de los antagonistas NMDA es un
excesivo incremento de la actividad cortical. En estos efectos pueden estar jugando
un papel clave estructuras subcorticales que presenten proyecciones excitatorias a
la corteza prefrontal, de forma que su desinhibicion como consecuencia del
antagonismo NMDA podria provocar una mayor entrada excitatoria sobre la
corteza. Las mayores proyecciones subcorticales glutamatérgicas son el hipocampo
ventral y el nicleo medio dorsal (MD) del talamo. En el caso del hipocampo, el
control inhibitorio lo ejercen interneuronas GABAérgicas de la propia estructura. En
cambio, en el talamo de roedores no se encuentran interneuronas GABAérgicas, de
forma que el control inhibitorio se ejerce desde nulcleos externos como son el
nicleo reticular del talamo y el palido ventral, ambos formados por neuronas
GABAérgicas de proyeccion.

Con el objetivo de valorar la capacidad del antagonismo NMDA para actuar
en estas interneuronas y asi desinhibir una entrada excitatoria sobra la corteza
prefrontal, se implantaron dos sondas de microdialisis. Una se situd en la corteza
prefrontal, donde detectaremos los posibles cambios en la transmision
serotonérgica. La otra se implanté en el hipocampo ventral, el nucleo reticular
taldmico y el palido ventral y a través de ella perfundimos MK-801 en esas
estructuras.

Los datos muestran que la perfusién local del antagonista NMDA en estas
regiones subcorticales es incapaz de generar un incremento de la transmision
serotonérgica en la corteza prefrontal. Esta falta de efecto local puede ser debida a
que el MK-801 no esta realizando sus acciones en estas areas, o que en todo caso,
el efecto en estas regiones no es capaz de provocar un aumento de la actividad
cortical suficiente como para que se refleje en un incremento de la liberacién de
serotonina. De todas formas, no podemos descartar que sea porque el
antagonismo NMDA necesite ser administrado bilateralmente en estas zonas para
que sea capaz de generar sus alteraciones corticales, al igual que sucedia con la
corteza prefrontal. Es probable que el efecto de la administracion sistémica del
MK-801 sea debido a la suma de efectos en distintas areas del cerebro.
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Figura 1. Efecto de la perfusién local (linea al pie de ambas graficas) de MK-
801 2mM en padlido ventral y nucleo reticular del tdlamo (A) o en hipocampo ventral
(B) sobre la concentracion de serotonina extracelular en la corteza prefrontal. Datos
expresados como porcentaje de los 4 valores basales. El nimero de animales figura
entre paréntesis. El grupo control y MK-801 sistémico son los mismos en ambas
graficas y estan representados por lineas de puntos. No se observaron diferencias
significativas respecto del grupo control en ninguno de los casos.
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V. DISCUSION

1. CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE
MK-801

La hipdtesis de una hipofuncién de los receptores NMDA como posible
causa de la esquizofrenia surgié de la observacién de que los antagonistas de este
receptor provocaban la aparicion de sintomatologia psicética y negativa asi como
déficits cognitivos caracteristicos de esta enfermedad en individuos sanos y la
exacerbaban en pacientes de esquizofrenia (Javitt and Zukin 1991; Krystal et al
1994; Malhotra et al 1996; Tamminga 1998; Newcomer et al 1999; Krystal et al
2003). Administrados a animales de experimentacion provocan alteraciones del
comportamiento (hiperlocomocion, estereotipias, etc.) (Hertel et al 1995; Adams
and Moghaddam 2001; Homayoun et al 2004), asi como un incremento de la
actividad de las neuronas piramidales corticales (Suzuki et al 2002; Jackson et al
2004; Kargieman et al 2007) y un aumento de la neurotransmisién de dopamina
(Schmidt and Fadayel 1996; Adams and Moghaddam 1998; Mathe et al 1999;
Adams and Moghaddam 2001), serotonina (5-HT) (Martin et al 1998; Millan et al
1999; Adams and Moghaddam 2001; Calcagno et al 2006) y glutamato
(Moghaddam et al 1997; Adams and Moghaddam 2001; Lorrain et al 2003; Ceglia
et al 2004; Calcagno et al 2006) en la corteza prefrontal medial. En términos
generales, estos efectos pueden ser revertidos mediante la administracion de
antipsicoticos atipicos pero no mediante los clasicos (Abi-Saab et al 1998; Olney et
al 1999; Geyer et al 2001; Aultman and Moghaddam 2001; Tsai and Coyle 2002).
Estos compuestos constituyen un importante mecanismo de estudio de la
esquizofrenia pues destacan por reproducir los sintomas negativos y cognitivos de
la enfermedad mientras que otros modelos tan solo generan la parte psicotica de
este trastorno (Krystal et al 1994; Jardemark et al 2000; Krystal et al 2003). El
hecho de que respondan al tratamiento con los farmacos clinicamente efectivos
apoya la importancia de este modelo para mimetizar la sintomatologia
esquizofrénica, permitiendo ademas la monitorizacién de posibles compuestos con
efecto antipsicético (incluso posibilitando la diferenciacién entre farmacos con
caracteristicas de antipsicotico atipico o clasico).

Este aumento de actividad cortical nos muestra un efecto paradéjico de
estos compuestos, pues el bloqueo de un receptor excitatorio como es el NMDA
produciria una inhibicion neuronal. La hipo6tesis propuesta para explicar estas
acciones es que los antagonistas NMDA realizarian su accién sobre neuronas
GABAérgicas ténicamente activas, bloqueandolas vy, consecuentemente,
desinhibiendo una transmision excitatoria cuya consecuencia final seria el
mencionado incremento de actividad cortical.

Esta hipotesis enmarca el presente trabajo doctoral, donde hemos intentado
responder algunas de las maultiples cuestiones que emergen de este modelo

- 149 -



Javier Lopez Gil

farmacolégico de esquizofrenia y de esta manera estudiar tanto el mecanismo de
accion de estos antagonistas NMDA como el de los farmacos antipsicéticos tipicos
y atipicos y las diferencias entre ellos asi como el papel de la corteza prefrontal en
estos procesos.

Asi pues, nuestro primer objetivo fue caracterizar los efectos de estos
antagonistas NMDA sobre la neurotransmisién cortical en rata. La administracion
sistémica de MK-801 provocd un notable incremento de la concentracién
extracelular de 5-HT y glutamato en la CPFm, tal como se habia descrito para la
PCP (Martin et al 1998; Millan et al 1999; Adams and Moghaddam 2001). En
cambio, la perfusién local en la corteza derecha a través de la sonda de
microdidlisis no dio lugar a cambios en los niveles de los neurotransmisores
estudiados. Estos datos corroboran nuestra observacion previa de que la
administracion sistémica, pero no local, de PCP y ketamina aumentaba la liberacion
de serotonina cortical. Estos resultados coinciden con la observacion de que la
hiperactividad y aumento de la tasa de disparo de las neuronas piramidales
corticales como consecuencia de los antagonistas NMDA (Jodo et al 1998; Suzuki et
al 2002; Jackson et al 2004) no se reproducen con su administracion local en la
CPFm (Aghajanian and Marek 2000; Suzuki et al 2002; Jodo et al 2005). Pese a que
no podemos descartar un efecto directo de los antagonistas NMDA en los nucleos
del rafe (Callado et al 2000; Tao and Auerbach 2000), basandonos en la fuerte
regulacidon que ejerce la CPFm sobre el rafe y que la liberacién de 5-HT en la CPFm
refleja los niveles de actividad de esta (pues todos los mecanismos para
incrementar la actividad de las neuronas piramidales se traducen en un aumento de
la serotonina cortical) (Hajos et al 1998; Martin-Ruiz et al 2001; Celada et al 2001;
Amargos-Bosch et al 2003; Bortolozzi et al 2003), es factible que los resultados
observados sean debidos a una hiperexcitacion de las neuronas piramidales de
CPFm, incluyendo las que proyectan a los nucleos del rafe, activandolos v,
consecuentemente, aumentando la liberacion terminal serotonérgica. Es posible
que el fuerte incremento de glutamato observado sea un reflejo directo de esta
hiperactividad de las neuronas piramidales, previo al incremento serotonérgico.

Estos incrementos de la concentracion extracelular de 5-HT y glutamato
inducidos por la administracién sistémica de MK-801 son dependientes de impulso
nervioso pues la perfusion local de tetrodotoxina (TTX) en la CPFm fue capaz de
bloquear significativamente el efecto sobre los niveles de ambos neurotransmisores
(tal como se habia descrito previamente en el caso de la ketamina (Lorrain et al
2003)). De esta manera pudimos también observar que aproximadamente el 40%
de la liberacion cortical de glutamato provocado por el antagonista NMDA era de
origen metabdlico pues no desaparecié tras el bloqueo de los potenciales de accién
por la perfusion de TTX. Esto encaja con el hecho de que solo una parte del
glutamato basal es dependiente de impulso nervioso (Moghaddam 1993;
Timmerman and Westerink 1997; Timmerman et al 1999). Esta hiperexcitaciéon de
la neurotransmision cortical de 5-HT y glutamato estd mediada por una excesiva
estimulacién glutamatérgica sobre los receptores AMPA/kainato pues la perfusién a
través de la sonda de microdidlisis de su antagonista, NBQX, fue capaz de bloquear
los efectos del MK-801 sobre ambos neurotransmisores. Este hecho sugiere que la
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incrementada liberacién de glutamato que estamos detectando es dependiente de
la actividad de las neuronas piramidales corticales, siendo posible que estemos
detectando el glutamato directamente liberado por estas neuronas de la CPFm.

El aumento en la neurotransmisién cortical de 5-HT y glutamato como
consecuencia de la administracién sistémica de MK-801 concuerda con el
incremento de actividad cortical previamente descrito en este modelo de
esquizofrenia y con la hipétesis de que los antagonistas NMDA estarian
bloqueando unas neuronas GABAérgicas tdnicamente activas y consecuentemente
provocando un exceso de estimulacién sobre la corteza (figura 18). El hecho de que
estos efectos no se reproduzcan con la perfusion local del compuesto sugeriria que
estas neuronas GABAérgicas estarian controlando una entrada excitatoria externa a
la CPFm. En todo caso, el efecto final es una alteracion de la neurotransmision
cortical. Teniendo en cuenta la importancia de esta regién y lo afectadas que estan
sus funciones caracteristicas en pacientes de esquizofrenia, es posible que esta
disrupcion sea representativa de la enfermedad en humanos.

Antagonistas NMDA
DR

] AMPA/Kainato

H NmDA

Figura 18 - Los antagonistas NMDA estarian bloqueando una poblacién de
interneuronas GABAérgicas tédnicamente activas (desconocemos en qué region del
cerebro) y de esta forma desinhibiendo una entrada excitatoria sobre la corteza
prefrontal. Este aumento de actividad cortical provocaria una mayor salida
excitatoria sobre los nucleos del rafe, aumentando asi la neurotransmision
serotonérgica cortical.

2. ESTUDIO DEL LUGAR DE ACCION DE LOS ANTAGONISTAS NMDA

Si los antagonistas NMDA provocan una hiperactivacién cortical, las posibles
zonas candidatas donde estos compuestos puedan estar realizando sus acciones
son estructuras que presenten una conexidn excitatoria sobre la corteza prefrontal.
Como hemos visto, las alteraciones observadas estan mediadas por una excesiva
activacion de los receptores AMPA/kainato. Las proyecciones glutamatérgicas
subcorticales mas importantes que recibe la corteza se originan en el hipocampo
ventral (Carr and Sesack 1996; Degenetais et al 2003) y en el nicleo medio dorsal
(MD) talamico (Kuroda et al 1998), con lo que es posible que los antagonistas
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NMDA estén actuando sobre las neuronas GABAérgicas encargadas de controlar
estos nucleos.

Basandonos en estas premisas, procedimos a la implantacién de dos sondas
de microdidlisis, una en la regién donde perfundiriamos MK-801 y otra en la
corteza prefrontal. Asi pues, se implanté una sonda en el hipocampo ventral de la
rata. Se ha descrito que las interneuronas GABAérgicas de esta regidn mas
sensibles a los efectos de los antagonistas NMDA (Grunze et al 1996). La
administracién de MK-801 en el hipocampo ventral no fue capaz de alterar los
niveles corticales de 5-HT, en contraste con antecedentes que han descrito cémo la
infusidn de antagonistas NMDA en esta regién incrementa la tasa de disparo de las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal Jodo et al 2005). Asi pues, nuestros
resultados no nos permiten descartar esta regién como una posible diana de los
antagonistas NMDA, aunque sugieren que el MK-801 (nicamente en esta zona no
es capaz de alterar la neurotransmision serotonérgica en la CPFm.

Respecto al talamo, se ha descrito que en roedores este nlcleo no presenta
interneuronas GABAérgicas (Bentivoglio et al 1991; Benson et al 1992). En este
caso, el control inhibitorio se realiza externamente por nucleos como el nucleo
reticular (Pinault and Deschenes 1998; Zikopoulos and Barbas 2006) y el palido
ventral (Lavin and Grace 1994; Churchill et al 1996; Zahm et al 1996; Kalivas et al
2001). En el caso del nucleo reticular, la perfusion de MK-801 no produjo ningun
cambio en la transmisién serotonérgica cortical, aunque es posible que esto esté
debido en parte a la limitacién anatémica de implantar una sonda de microdidlisis
en este nucleo. Los mismos resultados se obtuvieron con la perfusion de MK-801
en el palido ventral. A pesar del control inhibitorio que ejerce este nucleo sobre el
MD y la VTA, no se observaron cambios como consecuencia del antagonista NMDA.
Al igual que con el hipocampo, pese a que no se puede descartar que estas
regiones estén alteradas cuando el MK-801 es administrado de forma sistémica, si
pareceria que la perfusién local no es capaz de desinhibir una conexién capaz de
provocar la alteracién cortical caracteristica de este modelo de esquizofrenia.

Recientemente, unos estudios de electrofisiologia han descrito que la
administracion sistémica de MK-801 provoca una disminucién de la actividad de
las neuronas GABAérgicas de la corteza prefrontal que precede a un incremento de
excitacion de las neuronas piramidales (Homayoun and Moghaddam 2007b). Estos
resultados sugieren un efecto directo de los antagonistas NMDA sobre las
interneuronas de corteza, de forma que seria el bloqueo de estas neuronas lo que
provocaria la hiperexcitacion cortical descrita en este modelo. Se ha descrito que
en el modelo de antagonistas NMDA, administrados de forma prolongada, existe
una disminucién del marcaje de parvalbimina en estas neuronas sin que se vean
cambios en su nimero (Cochran et al 2003), lo cual se ha interpretado como una
disminucion en su funcionalidad sin darse muerte celular. Estas neuronas
parvalbimina positivas son especialmente sensibles al antagonismo NMDA (Li et al
2002; Coyle 2004) y constituyen una pieza clave en la generacién de oscilaciones
corticales (Tukker et al 2007; Gonzalez-Burgos and Lewis 2008).

Una de las mas importantes entradas excitatorias en la corteza prefrontal
proviene de la corteza contralateral (Carr and Sesack 1998). Mediante el cuerpo
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calloso, concretamente la parte mas anterior (genu) (Innocenti et al 2003), las CPFm
del hemisferio izquierdo y derecho estan en contacto. Este haz de fibras representa
una de las mayores entradas excitatorias a la corteza y su integridad es necesaria
para la generacion de las oscilaciones gamma y la sincronia cortical, las cuales se
encuentran alteradas en la esquizofrenia (Cho et al 2006; Gonzalez-Burgos and
Lewis 2008). Asi pues, esto nos indujo a pensar que para la aparicién de las
alteraciones provocadas por los antagonistas NMDA, éstos tenian que estar
afectando las dos cortezas. Con el fin de comprobarlo, se implantaron dos sondas
idénticas de microdidlisis, una en la CPFm izquierda y la otra en la CPFm derecha, a
través de las cuales se perfundié el MK-801.

En linea con nuestros experimentos previos, la administracion de MK-801
de forma sistémica provocd un incremento de los niveles de 5-HT tanto en la
corteza izquierda como en la derecha, alteraciones que no se reprodujeron con la
perfusién intracortical unilateral. Sin embargo, cuando se perfundié el antagonista
NMDA de forma bilateral en la CPFm se observd un aumento de la concentracion
extracelular de 5-HT de la misma magnitud que el observado tras la administracion
sistémica. Interpretando los niveles de 5-HT como un reflejo de la actividad
cortical, esto muestra un efecto local del MK-801 en la CPFm el cual esta
provocando un incremento de la excitacion cortical (probablemente como
consecuencia del bloqueo de las interneuronas GABAérgicas) y consecuentemente,
un aumentado flujo excitatorio hacia los nucleos del rafe, provocando asi un
aumento de la liberaciéon de 5-HT en la corteza.

Para ver el papel de la corteza prefrontal en las alteraciones del
comportamiento de los animales provocadas por MK-801, en estos experimentos
se valor6 el grado de manifestacion de determinadas estereotipias como
hiperlocomociéon y giros, movimientos repetitivos de las patas delanteras y
movimientos de cabeza, las cuales se pueden observar tras la administracion de
antagonistas NMDA. Observamos que, mientras que la administracién sistémica de
MK-801 provocé la aparicion de estas estereotipias e hiperlocomocién, la perfusion
unilateral o bilateral del compuesto no alterd la conducta del animal. Esto coincide
con la observacién de que lesiones en la CPFm o la decorticacion del animal no son
capaces de eliminar las estereotipias provocadas por el antagonismo NMDA (Scorza
et al 2008), sugiriendo que estas alteraciones de la conducta que aparecen en este
modelo no son dependientes de corteza o de una neurotransmisiéon cortical dafiada
(Scorza et al 2008). No obstante, debemos tener en cuenta que esto no descarta un
efecto local de los antagonistas NMDA sobre funciones mas intimamente
relacionadas con la corteza prefrontal como puede ser la memoria operativa, etc.,
funciones no valoradas en el presente estudio. Es posible que la generacién de
estereotipias e hiperlocomocién esté mediada por una accién en estructuras
subcorticales (Ellenbroek 1993).

En todo caso, estos resultados sugieren que los antagonistas NMDA realizan
un efecto predominante en los receptores situados en las interneuronas
GABAérgicas corticales (Homayoun and Moghaddam 2007b). Se ha propuesto que
en estas células los receptores NMDA son los principales generadores de
potenciales excitatorios mientras que en las neuronas piramidales su rol estaria
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mas relacionado con procesos de plasticidad sindptica y aprendizaje (Olney et al
1999; Lisman et al 2008). Los receptores NMDA en estas interneuronas estarian
ejerciendo una funcién de “sensor” de la actividad de las neuronas piramidales a las
gue inhiben y controlando asi el estado de la red neuronal (Olney et al 1999;
Lisman et al 2008). Los efectos locales descritos encajan con esta situacién en que
las neuronas GABAérgicas estarian tonicamente activas a través de sus receptores
NMDA de forma que un antagonista las inhibiria al bloquear su principal receptor
activador. Esta inhibicién provocaria la hiperexcitacion de las neuronas piramidales
(Homayoun and Moghaddam 2007b), lo cual teniendo en cuenta la potente
conectividad de la CPFm con el resto de estructuras cerebrales, podria conducir a
una activacion de otros ntcleos subcorticales como por ejemplo el rafe dorsal.

Con el objetivo de poder valorar mejor esta conectividad intra-cortical se
perfundié el trazador retrégrado fluorogold a través de una sonda de microdidlisis
implantada en la corteza derecha. Esto mostrd un extenso marcaje en la corteza
izquierda (especialmente en capas IlI-Ill y V), lo cual remarca la importancia de esta
conexiodn cortico-cortical y la gran entrada excitatoria que supone. También
observamos la aparicion de marcaje Unicamente en la parte derecha del rafe dorsal,
0 sea que a pesar de estar situado en la linea media del cerebro, la conexion rafe-
CPFm es principalmente ipsilateral (mientras que esta descrito que la proteccién de
CPFm a rafe es bilateral (Hajos et al 1998)).

Este efecto provocado por la perfusién bilateral de MK-801 podia estar
causado por la disrupcion de la importante conexion cortico-cortical, de forma que
esto llevara a la hiperactividad descrita o bien por el hecho de que habia mas
cantidad de MK-801 en la corteza que con la perfusion unilateral y que se
produjera asi una mayor excitacion sobre el rafe. Estudios anteriores han mostrado
alteraciones del cuerpo calloso (volumen reducido, problemas de mielinizacién,
etc.) en pacientes de esquizofrenia y trastorno bipolar (Innocenti et al 2003; Gogtay
et al 2008; Aydin et al 2008; Wang et al 2008a) y, como hemos mencionado, la
integridad de esta conexion es necesaria para la generacién de oscilaciones gamma
en corteza (Cho et al 2006; Gonzalez-Burgos and Lewis 2008). Para resolver esta
cuestién, procedimos a interrumpir la conexién entre ambas cortezas mediante la
perfusién de tetrodotoxina (TTX) en la corteza izquierda. Previamente describimos
que la administracion de TTX revierte los efectos de los antagonistas NMDA sobre
la 5-HT cortical al parar la transmision nerviosa. Al perfundirla a través de la sonda
implantada en la corteza izquierda, disminuyd los niveles de 5-HT locales pero no
afecté a la corteza derecha, indicando que la interrupciéon de la conexién entre una
seccién de la corteza hacia rafe no afectaba a la conexion de la otra corteza. En
cambio, la perfusiéon de TTX en la CPFm izquierda fue capaz de bloquear el
incremento de 5-HT provocado por la administracién sistémica de MK-801 en la
corteza derecha. Este resultado sugiere que, efectivamente, es la conexion
intracortical la que esta afectada en este modelo, ambas cortezas deben estar
afectadas por el antagonista NMDA para que se produzcan sus alteraciones sobre
la neurotransmisién cortical serotonérgica (figura 19)

Una vez mds, pese al bloqueo del incremento de 5-HT, la perfusion de TTX
no fue capaz de revertir las alteraciones comportamentales provocadas por la
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administracion sistémica de MK-801, hecho que vuelve a sugerir que la corteza
prefrontal no es la responsable de las estereotipias de este modelo (Scorza et al
2008) o que, en todo caso, estas son independientes de la neurotransmision
serotonérgica cortical.

CPFm izquierda CPFm derecha

Antagonistas NMDA Antagonistas NMDA

Glu

Glutamato 1 oeo

[ AmPA/Kainato

Il NMDA

Figura 19 - En resumen, los antagonistas NMDA estarian realizando parte
de su accién de forma local en la corteza prefrontal, bloqueando las interneuronas
GABAérgicas y de esta forma desinhibiendo las neuronas piramidales. El hecho de
que la perfusién en la corteza izquierda de TTX sea capaz de evitar los efectos del
MK-801 sistémico sobre la corteza derecha esta indicando que este efecto es
debido a la administracion bilateral del antagonista NMDA. Debido a la importancia
de la conexién cortico-cortical, es posible que el efecto de los antagonistas NMDA
sea la disrupcion de ésta debido al bloqueo de las interneuronas GABAérgicas.

3. EFECTO DE LOS FARMACOS ANTIPSICOTICOS EN EL MODELO
MK-801

Observaciones previas indicaban que los efectos de los antagonistas NMDA
podian ser revertidos mediante la administracion de antipsicéticos atipicos pero no
con los clasicos (Abi-Saab et al 1998; Olney et al 1999; Geyer et al 2001; Aultman
and Moghaddam 2001; Tsai and Coyle 2002). Asi pues, nuestro siguiente objetivo
fue estudiar qué efectos ejercian los antipsicéticos sobre las alteraciones de la
neurotransmisién corticales que encontramos en este modelo de esquizofrenia. En
un primer estudio administrando de forma sistémica fenciclidina (PCP) y ketamina
corroboramos los datos descritos en la literatura pues asi como los antipsicoticos
atipicos clozapina y olanzapina fueron capaces de bloquear el incremento de
serotonina en la CPFm, el fairmaco clasico haloperidol no fue capaz de realizar ese
efecto. Reafirmando estos resultados, vimos que la administracién sistémica de
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clozapina era capaz de bloquear el incremento tanto de 5-HT como de glutamato
provocados por la administracién de MK-801 mientras que el haloperidol no fue
capaz de revertir la excesiva liberacién de serotonina aunque si fue capaz de
bloquear el incremento de los niveles de glutamato corticales. Esto nos marca una
importante diferencia entre ambos tipos de farmacos, mientras que los niveles de
serotonina solo responden a los antipsicéticos atipicos, tanto estos como los
clasicos son capaces de reducir la excesiva transmisién glutamatérgica en la
corteza, quizads a través de la comun capacidad de inhibir una subpoblacion
neuronal cortical (Homayoun and Moghaddam 2007a). De hecho, esta diferente
capacidad para revertir el aumento de serotonina en CPFm se ha propuesto como
método de deteccién de posibles farmacos con caracteristicas de antipsicotico
atipico.

A raiz de estos resultados surge la siguiente cuestion de dénde estan
realizando los farmacos antipsicoticos este efecto, el bloqueo del incremento de
serotonina y glutamato corticales provocado por los antagonistas NMDA. Teniendo
en cuenta que estas disrupciones se dan a nivel cortical, nuestra hipétesis de
trabajo es que los antipsicéticos podrian estar realizando su acciéon en la propia
corteza prefrontal, restaurando unos niveles de serotonina y glutamato normales.
Con el fin de estudiar el papel de la CPFm en el mecanismo de acciéon de los
antipsicoéticos, se procedié a la perfusiéon, a través de la sonda de microdidlisis
implantada en la corteza derecha de los antipsicoticos clozapina, olanzapina
(atipicos), haloperidol y clorpromacina (clasicos). Se obtuvieron resultados similares
a su administracidon sistémica: mientras que clozapina y olanzapina fueron capaces
de bloquear el incremento de serotonina y glutamato provocado por el MK-801
dado de forma sistémica, la perfusion de haloperidol y clorpromacina solo fue
capaz de bloquear los efectos sobre la concentracion glutamato cortical.

El hecho de que la perfusidn local en la CPFm de los antipsicéticos mostrara
un efecto tan similar a su administracion sistémica, sugiere que la corteza
prefrontal es una regién clave en el mecanismo de accién de los farmacos
antipsicoéticos. Si bien la administracién sistémica de los antagonistas NMDA
produce un exceso de excitacion cortical reflejado por el incremento de la
liberacion cortical de 5-HT y glutamato, la perfusion local en la corteza de los
farmacos antipsicoticos es suficiente para bloquear estas alteraciones y restaurar
unos niveles de 5-HT y glutamato normales. Esto sugiere un efecto directo de los
antipsicéticos en la CPFm y la importante implicacién de esta regidon en el
tratamiento farmacolégico de la esquizofrenia. Estos resultados son coherentes con
la funcién de la corteza prefrontal en los procesos cognitivos como la memoria
operativa o las acciones dirigidas a una finalidad (Goldman-Rakic 1995; Ellenbroek
et al 1996; Carli et al 2006), funciones alteradas tras la administraciéon de
antagonistas NMDA (Abi-Saab et al 1998; Olney et al 1999; Geyer et al 2001;
Jackson et al 2004) y en pacientes de esquizofrenia (Weinberger and Gallhofer
1997; Park et al 1999).

Por otro lado, hemos observado diferencias en los antipsicéticos respecto a
la capacidad de bloquear las alteraciones de la neurotransmisidén cortical
provocadas por los antagonistas NMDA. La base de estas diferencias puede estar
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en el perfil farmacolégico que presentan los antipsicoticos: mientras que los
clasicos se caracterizan por un potente antagonismo por el receptor de dopamina
D2, los atipicos o de segunda generacion exhiben un menor antagonismo D2 y un
importante antagonismo por el receptor de serotonina 5-HT,a y en ocasiones,
agonismo por el receptor 5-HT;a. De hecho, es por esta razén por la que se
propone que estos farmacos de segunda generacién son capaces de tratar la
sintomatologia esquizofrénica sin provocar graves trastornos extrapiramidales
(Meltzer et al 1989a; Meltzer et al 1989b; Meltzer et al 1999; Kapur et al 1999;
Millan 2000; Oerther and Ahlenius 2000; Svensson 2003; Meltzer 2004; Meltzer
and Sumiyoshi 2008). Si bien es cierto que ambos tipos de farmacos, tanto clasicos
como atipicos, muestran la capacidad de bloquear los sintomas psicoticos (Coyle
and Tsai 2004), se ha descrito que los antipsicéticos atipicos poseen una mayor
eficiencia en la mejora de los sintomas negativos y los déficits cognitivos de la
enfermedad (Meltzer 1999; Kapur and Seeman 2001; Meltzer 2004).

Como hemos podido constatar, mientras que los antipsicoticos atipicos
clozapina y olanzapina fueron capaces de bloquear el incremento de 5-HT y
glutamato en la CPFm, los farmacos clasicos clorpromacina y haloperidol tan sélo
pudieron bloquear el incremento de los niveles de glutamato. Esta capacidad
comun de bloquear el aumento de la liberacién de glutamato cortical podria tener
su sustrato anatémico en la habilidad de inhibir una subpoblacién de neuronas
piramidales de la CPF que presentan tanto clozapina como haloperidol (Homayoun
and Moghaddam 2007a), quizas mediante el bloqueo de la neurotransmision
dopaminérgica pues ambos farmacos presentan antagonismo por el receptor D2.
Todos los antipsicoticos actuales poseen algun grado de antagonismo D2 (Seeger
et al 1995; Roth et al 1995; Bymaster et al 1996; Arnt and Skarsfeldt 1998; Lawler
et al 1999) y se sabe que el bloqueo de estos receptores en la via mesolimbica
reduce los sintomas psicéticos (Kapur et al 2000), capacidad que se correlaciona
con su afinidad por el receptor D2 (Seeman et al 1975; Creese et al 1996; Kapur
and Mamo 2003). Por otro lado, aproximadamente sélo un 5% de las neuronas
piramidales de capa V proyectan a los nucleos del rafe (Gabbott et al 2005). Siendo
asi, es posible que haloperidol y clorpromacina sean capaces de inhibir la excesiva
actividad de las neuronas piramidales (bloqueo de glutamato) pero sin afectar a las
neuronas de proyeccion al rafe o, en todo caso, siendo incapaces de inhibirlas con
suficiente potencia como para bloquear la liberacion cortical de serotonina. En
cambio, el diferente y variado perfil farmacolégico de la clozapina y la olanzapina
(que estarian actuando sobre los receptores D1, 5-HT.a, 5-HT2c, x-adrenérgicos,
H1, M1, etc. (Bymaster et al 1996; Arnt and Skarsfeldt 1998)), asi como la distinta
composicién de receptores que presentan las neuronas piramidales de capa V (ricas
en receptores serotonérgicos como 5-HTa y 5-HTza) explicaria la capacidad de los
antipsicoticos atipicos para modular estas neuronas piramidales, disminuyendo su
actividad y, consecuentemente, la excesiva excitacion sobre los nucleos del rafe,
bloqueando asi la liberaciéon de 5-HT en la CPFm.

Estos datos sugieren que la neurotransmision serotonérgica cortical esta
regulada por la participacion de diferentes sistemas de neurontransmisidn (para los
que clozapina y olanzapina presentarian mayor afinidad) mientras que la
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transmisidon glutamatérgica seria fuertemente dependiente de la actividad de los
receptores de dopamina D2.

Asi pues, el incremento de la neurotransmision glutamatérgica en la CPFm
seria representativo de los sintomas positivos de la esquizofrenia, aliviados por
todos los antipsicoticos, posiblemente mediante la comuln capacidad de bloquear el
receptor de dopamina D2. En cambio, las alteraciones en la transmision
serotonérgica cortical estarian relacionadas con los sintomas negativos vy
cognitivos, para el tratamiento de los cuales los antipsicoticos atipicos muestran
una eficiencia superior (lo que se reflejaria en su capacidad de modular los
incrementos de 5-HT corticales tras la administracién de antagonistas NMDA).

4. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS
ANTIPSICOTICOS

Hasta ahora, hemos observado importantes diferencias existentes entre
clasicos y atipicos. Es l6gico pensar que la diferente capacidad para bloquear las
alteraciones sobre el sistema serotonérgico o glutamatérgico es debida al diferente
perfil farmacolégico de estos tipos de compuestos. Con este objetivo, realizamos
una serie de experimentos estudiando el rol que juegan los diferentes receptores
por los cuales estos farmacos presentan afinidad.

En un primer estudio mostramos que la administracién sistémica de
ritanserina (antagonista de los receptores serotonérgicos 5-HT.a2c) y prazosin
(antagonista de los receptores «;-adrenérgicos) era capaz de revertir el incremento
de 5-HT cortical causado por la administracion de PCP, aunque solo el prazosin era
capaz de revertir el aumento causado por la administracion de ketamina. El
antagonismo hacia los receptores o; es comun a clozapina y haloperidol vy, a las
dosis utilizadas, presentarian una ocupacién parcial de este receptor (Chaki et al
1999) mientras que el prazosin si ocuparia totalmente los receptores o a la dosis
sistémica usada (Patel et al 2001). Asi pues, el resultado obtenido sugiere que las
diferencias descritas entre tipicos y atipicos no estarian justificadas por las
acciones sobre este receptor.

Tras obtener los resultados que mostraban un efecto directo de los
antipsicéticos en la propia CPFm suficiente para bloquear los efectos de los
antagonistas NMDA, enfocamos los experimentos en la administracion sistémica de
MK-801 y la perfusion local a través de la sonda en corteza de distintos agonistas y
antagonistas de los receptores candidatos para mediar las acciones de clozapina y
haloperidol.

Una de las principales caracteristicas de los farmacos antipsicéticos ha sido,
desde su descubrimiento, el hecho de que todos presentan, en mayor o menor
grado, antagonismo por el receptor de dopamina D2, siendo mds marcado en los
antipsicoéticos clasicos donde se correlaciona con su efectividad clinica (Seeman et
al 1975; Creese et al 1996; Kapur and Mamo 2003) y menos en los atipicos donde
parte de su accién se ejerce por el antagonismo 5-HT,a (Kapur and Seeman 2001;
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Meltzer 2004). En el modelo de los antagonistas NMDA se ha descrito una
hiperdopaminergia cortical, quizas responsable de la activacion de una
subpoblacion de neuronas piramidales de corteza y consecuentemente de un
incremento de la liberacién de glutamato (Wang and Goldman-Rakic 2004).

Con el fin de estudiar el papel del antagonismo D2 en el modelo de los
antagonistas NMDA, se utilizaron dos antagonistas selectivos de este receptor:
raclopride y eticlopride. Su perfusion local en la CPFm mostré los mismos
resultados observados en el caso del haloperidol y la clorpromacina, fueron
capaces de bloquear el incremento de glutamato pero no las alteraciones sobre la
5-HT. Esta observacion sigue en linea con la hipdtesis propuesta de que el
antagonismo D2 en corteza ejerce una importante regulacién de los niveles de
glutamato pero sin afectar las proyecciones hacia los niicleos del rafe.

En la corteza prefrontal los receptores dopaminérgicos se encuentran tanto
en las neuronas piramidales como en las interneuronas GABAérgicas (Vincent et al
1995; Khan et al 1998; Le Moine and Gaspar 1998; Santana et al 2009). Ademas de
la expresion de estos receptores, estas células son inervadas por las proyecciones
dopaminérgicas (Sesack et al 1998; Benes 2000). Entre los diferentes tipos de
interneurona, se ha demostrado que la dopamina actia preferentemente en
aquellas que contienen parvalbumina (PV) (Le Moine and Gaspar 1998; Gorelova et
al 2002), es decir, neuronas en cesto y en candelabro que modulan la seccién
perisomatica de las neuronas piramidales (Benes and Berretta 2001; DeFelipe et al
2001). Como se ha citado anteriormente, la administracion de los antagonistas
NMDA provocaria una liberacion de dopamina incrementada en la CPFm. Este
exceso de dopamina actuaria sobre sus receptores D2, inhibiendo estas
interneuronas GABAérgicas (Seamans et al 2001; Gao et al 2003), las cuales es
posible que estuvieran ya previamente inhibidas por la acciéon de los antagonistas
NMDA. En esta situacién, un antagonista D2 bloquearia este excesivo flujo
inhibitorio sobre las interneuronas corticales, permitiendo asi la recuperacién de la
funcionalidad de estas células, elevando la liberacién cortical de GABA vy
consecuentemente, reduciendo la incrementada liberacién de glutamato por parte
de las neuronas piramidales.

Un receptor que ha recibido creciente atencién es el Ds. Su localizacién en
estructuras limbicas asociadas con la regulacion del estado animico y la cognicién
como son cortex e hipocampo (Lahti et al 1996; Mrzljak et al 1996), junto con el
hecho de que la clozapina y la olanzapina presentan afinidad por este receptor, lo
hacen una diana potencial para futuros tratamientos antipsicoticos (figura 13). La
administracion cortical de su antagonista, el L-745870, bloqued el incremento de
glutamato pero no el de 5-HT. Pese a que se ha descrito la presencia de este
receptor tanto en neuronas piramidales como en GABAérgicas (Mrzljak et al 1996;
Khan et al 1998; Wedzony et al 2000), nuestros resultados son consistentes con su
presencia este Ultimo tipo neuronal.
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A parte de los receptores inhibidores D2, los efectos de la dopamina en
corteza pueden ser mediados también por el receptor activador D1. A parte de su
expresién en neuronas piramidales corticales de capas profundas (Bergson et al
1995; Davidoff and Benes 1998; Santana et al 2009), estos receptores estan
también expresados en interneuronas GABAérgicas parvalbumina positivas (Le
Moine and Gaspar 1998; Davidoff and Benes 1998; Glausier et al 2008; Santana et
al 2009). De los dos subtipos que engloba esta familia, el D; y el Ds, es el Dy el que
parece predominante en las interneuronas PV corticales (Muly, lll et al 1998;
Glausier et al 2008). Se ha descrito que los agonistas D1 incrementan la
transmisidon dopaminérgica cortical, y se postula que esta es la razon por la cual
presentan la capacidad de mejorar los sintomas negativos y cognitivos de la
esquizofrenia (Abi-Dargham 2003; Goldman-Rakic et al 2004), situacién donde
puede estar dandose una disminucién de esta transmisién dopaminérgica cortical.
Con bajos niveles de dopamina y de activacién del receptor D1 nos encontrariamos
con un menor rendimiento de la memoria operativa. En este caso, un agonista D1
seria capaz de instaurar una funcién dopaminérgica normal, mejorando asi la
eficacia de la memoria operativa (figura 20) y de Ila sintomatologia
negativa/cognitiva.

Facilitation lnhibit‘ibii
D4 agonistimproves  Liiulul D4 antagonistimproves:

), Parkinson’

Strength of memory fields /
Working memory performance

Cortical dopamine levels / D1 receptor activation

Figura 20 - Grafica mostrando la eficiencia de la memoria operativa segun el
nivel de activacién de los receptores D1 corticales, extraido de (Goldman-Rakic et
al 2000).

Nuestros resultados muestran que la perfusién local del agonista D1 SKF-
38393 produce unos efectos comparables a los antagonistas D2, es decir, la
capacidad de bloquear el incremento de glutamato tras la administracién de MK-
801. Aunque en este caso, cuando la concentracion del farmaco se aumenté hasta
100 pM, fue capaz de evitar el aumento de serotonina en la CPFm. Este hecho
podria estar relacionado con la citada capacidad de este tipo de farmacos de
mejorar los sintomas negativos y cognitivos, aunque parece necesaria una
concentracion suficientemente alta para ello.

En todo caso, teniendo en cuenta que el receptor D1 es excitatorio, el hecho
de que un agonista sea capaz de bloquear un incremento en la actividad neuronal
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es dificil de explicar por un efecto directo sobre la neurona piramidal. Como se ha
comentado previamente, la presencia de receptores DI en interneuronas
GABAérgicas PV positivas puede ser el sustrato anatémico para sus efectos: la
unién del agonista D1 a estas interneuronas incrementaria su nivel de actividad
aumentando asi la inhibicion GABAérgica sobre las neuronas piramidales, frenando
de esta forma su hiperexcitacién y la excesiva liberacién de glutamato producida
por el MK-801.

Como se ha dicho anteriormente, una de las principales caracteristicas de
los antipsicéticos atipicos es el antagonismo por el receptor de serotonina 5-HTza
(Meltzer 2004). De hecho, es precisamente su afinidad por los receptores
serotonérgicos 5-HTa y 5-HTza, junto con la menor accién sobre los receptores D2
la que se ha postulado como pieza clave para su capacidad de mejorar los sintomas
negativos y cognitivos de la esquizofrenia (Meltzer et al 1999; Millan 2000; Meltzer
and Sumiyoshi 2008). Ademas, su accién sobre el receptor 5-HT,a les permitiria
realizar su efecto terapéutico sin necesidad de tanto bloqueo dopaminérgico como
los fairmacos clasicos, evitando asi la aparicion de los sintomas extrapiramidales.

A diferencia de lo observado con la perfusion de los antagonistas D2, la
administracion local del antagonista 5-HT,a M100907 bloqueé los incrementos de
5-HT y de glutamato provocados por el MK-801. Esto concuerda con la capacidad
de clozapina y olanzapina de revertir estas mismas alteraciones, que podrian ser en
parte mediadas por este receptor. El bloqueo de un receptor activador como es el
5-HT,a produciria una inhibicidon de la actividad de la neurona piramidal, frenando
asi la excitacion provocada por el MK-801 y disminuyendo de esta forma los
niveles de serotonina y glutamato.

Estudios previos mostraron que el antagonismo 5-HT,a es capaz de
bloquear otras situaciones donde se da una hiperactivacion de la transmision
cortical serotonérgica como es la desinhibicién talamica, la administracion de DOI o
la perfusidon cortical de S-AMPA (Amargos-Bosch et al 2003; Amargos-Bosch et al
2004; Amargos-Bosch et al 2007). Estos receptores se encuentran localizados en
las dendritas apicales de neuronas piramidales de capa V (Willins et al 1997,
Cornea-Hebert et al 1999), las cuales estan involucradas en la integracién de la
informacién cognitiva y perceptual proveniente de otras regiones corticales.
Ademas, estan presentes en las neuronas que proyectan a los nucleos del rafe, lo
cual constituiria el sustrato anatémico para la disminucion de serotonina cortical al
parar la actividad de estas neuronas (Vazquez-Borsetti et al 2008). Asi pues, estdn
en una posicion privilegiada para mediar los efectos de los antipsicoticos y reducir
la incrementada transmisidn cortical provocada por los antagonistas NMDA. Se ha
descrito la expresion de estos receptores también en las interneuronas
GABAérgicas de corteza (Willins et al 1997; Santana et al 2004), pero los citados
resultados indican un efecto predominante del M100907 sobre los receptores
localizados en neuronas piramidales.

A parte del receptor 5-HT.a, se especula un posible efecto terapéutico por
parte del receptor 5-HTa. Antipsicéticos atipicos como la clozapina presentan
agonismo por este receptor /n vivo lo cual podria estar relacionado con una mejora
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de los sintomas negativos y cognitivos (Millan 2000). La perfusién cortical del
agonista 5-HT;x» BAYx3207 fue capaz de bloquear el incremento en serotonina y
glutamato provocados por MK-801. La localizacién celular de estos receptores,
densamente expresados en el cono axoénico de las neuronas piramidales (Czyrak et
al 2003) y, consecuentemente, ejerciendo un fuerte control sobre la generacién del
potencial de accién, aportarian el sustrato anatdomico para los resultados
obtenidos. Asi pues, un agonismo sobre estos receptores inhibidores seria capaz
de bloquear la actividad piramidal y de este modo revertir la excesiva excitacion
neuronal tras el efecto de los antagonistas NMDA. El receptor 5-HTa colocaliza
(aproximadamente un 80% en CFPm) (Amargos-Bosch et al 2004) con el receptor
5-HT,a y se encuentra altamente expresado en neuronas piramidales (Santana et al
2004). Aunque también se encuentran en interneuronas GABAérgicas (Willins et al
1997; Aznar et al 2003; Santana et al 2004), los resultados obtenidos sugieren un
efecto predominante sobre los receptores situados en neuronas piramidales.

La mayoria de los antipsicoticos presentan afinidad por el receptor ;-
adrenérgico. Este receptor activador se encuentra expresado en las mismas areas
corticales que el 5-HT,a (Pieribone et al 1994; Day et al 1997; Domyancic and
Morilak 1997), con el que comparte el mismo mecanismo de transduccién de la
sefnal (la activacion de la fosfolipasa C) y median, respectivamente, las acciones
excitatorias de la 5-HT y la noradrenalina (Araneda and Andrade 1991; Marek and
Aghajanian 1999). Asi pues, la administracion cortical de su antagonista, prazosin,
fue capaz de evitar el incremento tanto de serotonina como de glutamato. Una vez
mas, este efecto parece mediado por el blogqueo de los receptores «; de la neurona
piramidal, frenando de esta forma la hiperactivacion inducida por el MK-801.

Nuestros primeros resultados sugerian que la excesiva neurotransmision
glutamatérgica cortical (provocada por la administracion de MK-801) esta
posiblemente asociada con algunos de los sintomas positivos de la esquizofrenia,
sintomas tratados por todos los antipsicéticos los cuales presentan un comdun
antagonismo por el receptor de dopamina D2. Asimismo, las alteraciones en la
neurotransmisién serotonérgica en CPFm pueden estar relacionadas con los
sintomas negativos y los déficits cognitivos, tratados con mejor eficacia por los
antipsicoticos atipicos. Se ha propuesto que esta habilidad esta relacionada con el
antagonismo 5-HT.a/agonismo 5-HT;a que exhiben farmacos como la clozapina.
Esta, por un mecanismo precisamente dependiente de la presencia de receptores
5-HT)a intactos (Diaz-Mataix et al 2005; Bortolozzi et al 2007), provoca un
incremento en los niveles de dopamina cortical (Pehek and Yamamoto 1994;
Rollema et al 1997; Ichikawa et al 2001; Assie et al 2005; Diaz-Mataix et al 2005;
Bortolozzi et al 2007) que se sugiere implicado en la mejoria de los sintomas
negativos y cognitivos (Rollema et al 1997; Kuroki et al 1999; Rollema et al 2000;
Ichikawa et al 2001). A pesar de estos datos, si tenemos en cuenta que farmacos
como la olanzapina no muestran ese agonismo 5-HT;a (figura 13), es posible que
este receptor esté implicado en una mejora de la sintomatologia pero no ejerza una
accién antipsicotica por si mismo (Millan 2000).
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En todo caso, la administracidon cortical de M100907, BAYx3702 y prazosin
fue capaz de bloquear los incrementos tanto de serotonina como de glutamato
producidos por el MK-801. Este efecto puede asociarse a una accién directa sobre
la neurona piramidal, reduciendo su excitabilidad y, consecuentemente, inhibiendo
la excesiva neurotransmisién glutamatérgica. Como muestra la capacidad de
bloquear las alteraciones serotonérgicas, estos farmacos también estarian
inhibiendo la subpoblacién de neuronas piramidales que proyectan a los nucleos
del rafe, disminuyendo asi la entrada excitatoria desde CPFm (Celada et al 2001).
De esta manera, es posible que un antagonismo 5-HT;a y ®1—adrenérgico, asi como
un antagonismo 5-HT;s, puedan estar relacionados con una mejora en la
sintomatologia negativa/cognitiva. En todo caso, es probable que las acciones de
clozapina y olanzapina sobre la neurotransmisién sertonérgica cortical estén
mediadas por los efectos sobre estos receptores.

En cambio, los antagonistas del receptor D2 raclopride y eticlopride y del
receptor D4 L-745870 solo fueron capaces de bloquear el incremento de glutamato
provocado por el antagonista NMDA. Estos efectos pueden atribuirse a un
incremento de la inhibicién cortical, es decir, que actuarian directamente en las
interneuronas GABAérgicas corticales, aumentando su actividad. El bloqueo del
receptor D2 liberaria a la neurona GABAérgica de la accion inhibitoria de una
transmision dopaminérgica incrementada por los antagonistas NMDA, permitiendo
la recuperaciéon de su funcionalidad y la consecuente disminucién de la excesiva
actividad piramidal y de la neurotransmisidon glutamatérgica. Es posible que estas
neuronas GABAérgicas sobre las que actuarian los antagonistas D2 estén inhibidas
directamente por el antagonismo NMDA, pero los presentes resultados no nos
permiten saber si son las mismas interneuronas o no. De la misma manera, el
agonista del receptor D1, SKF-38393, aumentaria la actividad de la interneurona
GABAérgica, reestableciendo su capacidad de inhibir la sincronia cortical. El hecho
de que este agonismo sea capaz de, a dosis elevadas, bloquear el incremento en la
neurotransmisién serotonérgica cortical, sugiere que los receptores D;/Ds se
encuentran localizados en interneuronas que controlan la proyeccién excitatoria de
CPFm a los nucleos del rafe. En todo caso, este efecto podria estar relacionado con
la accién procognitiva que se le atribuye al agonismo D1, accidén que podria estar
dandose también en el mecanismo de actuaciéon de la clozapina (Ahlenius 1999;
Oerther and Ahlenius 2000) (figura 21).

Es importante remarcar que, a pesar de la capacidad para evitar los efectos
del antagonismo NMDA sobre la transmisién cortical de 5-HT y glutamato, estos
compuestos no presentan por si mismos accién antipsicética, con lo que es logico
pensar que es necesario un efecto combinado para lograr una posible mejora
terapéutica.
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Figura 21 - Esquema que muestra la posible localizacion de los receptores
estudiados. Mientras que el efecto final sobre los receptores D1 y D2 encaja con un
incremento de la actividad GABAérgica, los compuestos que actlan sobre los
receptores 5-HTia, 5-HT2a y o1-adrenérgicos estarian disminuyendo la excesiva
actividad piramidal. Los compuestos con capacidad de disminuir el incremento
serotonérgico actuarian en una subpoblacion piramidal que estaria proyectando a
los nucleos del rafe.
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VI. CONCLUSION.

1-

Los antagonistas no competitivos del receptor NMDA provocan un
incremento de la transmisién serotonérgica y glutamatérgica en la
corteza prefrontal dependiente de la excitacion de los receptores
AMPA /kainato. Estas alteraciones estarian reflejando un incremento
de la actividad de las neuronas piramidales corticales.

La administracién bilateral (pero no unilateral) de MK-801 en la
corteza prefrontal es capaz de reproducir el incremento de la
concentracion extracelular de serotonina en esta region. Esto sugiere
una accién local de los antagonistas NMDA en corteza, posiblemente
bloqueando las interneuronas GABAérgicas y desinhibiendo asi las
neuronas piramidales corticales.

Los farmacos antipsicéticos atipicos utilizados (clozapina vy
olanzapina) son capaces de revertir las alteraciones de los
antagonistas NMDA sobre la liberacién de serotonina y glutamato en
la corteza prefrontal, mientras que los antipsicoticos clasicos
(haloperidol y clorpromacina) soélo revierten el incremento de
glutamato. El hecho de que la perfusion local de estos farmacos
antipsicoticos tenga el mismo efecto que su administracién sistémica
indica que la corteza es un sitio de accién clave para estos farmacos.

Las diferencias observadas entre antipsicéticos clasicos y atipicos
sugieren que un incremento en la transmision glutamatérgica
cortical, fuertemente regulada por el receptor D2, estaria relacionado
con los sintomas positivos, tratados por todos los antipsicéticos. En
cambio, la alteracién en la transmision serotonérgica, mas regulada
por interacciones con receptores como el 5-HTa y el 5-HTza, estaria
vinculada con los sintomas negativos/cognitivos, donde muestran
mayor eficiencia los antipsicéticos atipicos.
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5-

Los resultados sugieren que los compuestos que actuan sobre los
receptores dopaminérgicos estarian incrementando la inhibicién
cortical, restaurando los niveles de actividad de las interneuronas
GABAérgicas. Los compuestos con afinidad por los receptores
serotonérgicos y noradrenérgicos realizarian su accién sobre las
neuronas piramidales, bloqueando su hiperactividad tras la
administracion de antagonistas NMDA.

Pese a que los agonistas y antagonistas utilizados han mostrado la
capacidad de bloquear las alteraciones producidas por el antagonista
NMDA, MK-801, estos compuestos carecen de efecto antipsicotico
por si solos. Es posible que para lograr un efecto terapéutico sea
necesaria la combinacién de sus acciones individuales asi como la
interaccién con otros sistemas de neurotransmisores.

En resumen, teniendo en cuenta el efecto local de los antagonistas

NMDA en la corteza prefrontal y que su administracion provoca un
incremento en la actividad de esta region, junto con el hecho de que
la reversion de estos efectos se realiza por una accién local de los
farmacos antipsicoticos en la propia corteza, los resultados
obtenidos muestran la importancia de la corteza prefrontal en este
modelo de esquizofrenia asi como en su tratamiento.
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