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TRASTORNO DEPRESIVO
MAYOR

Caracteristicas sintomatoldgicas

El trastorno depresivo mayor (TDM) se caracteriza sobre todo por sentimientos profundos de
desesperanza, tristeza, o vacio y también por anhedonia, pérdida de interés y/o incapacidad de
sentir placer por aquello que antes era agradable para el individuo afectado. Ademas de estos
sintomas principales, se incluyen otros como: alteraciones en el sueio, fatiga, cambios en el
apetito y en el peso (por exceso o por defecto), ansiedad, dificultad para concentrarse,
enlentecimiento (corporal y/o del habla) o agitacidn, sentimientos excesivos e inapropiados de
culpa e inutilidad, atribucidn interna y estable de los fracasos y externa e inestable de los éxitos,
pensamientos recurrentes sobre la muerte que pueden ir acompafados de intentos suicidas o,
en el peor de los casos, suicidio consumado. Para el diagndstico del TDM, estos sintomas deben
estar presentes casi todos los dias durante al menos dos semanas (American Psychiatric

Association, 2013).

El diagndstico de este trastorno implica que la persona presenta un importante deterioro en
el funcionamiento y malestar significativo. Con frecuencia el TDM presenta comorbilidad con
otros trastornos (sobre todo con trastornos de ansiedad) complicando asi la sintomatologia y el

tratamiento.

Epidemiologia e impacto socioecondmico

Los trastornos del estado de dnimo, entre los que el TDM es el mas prevalente, suponen un
gasto de 113.000 millones de euros a nivel europeo, el mayor coste socioecondmico derivado de
una patologia psiquidtrica (Gustavsson et al., 2011). El TDM es altamente incapacitante,
generando un alto nivel de sufrimiento y un gran deterioro funcional en todos los aspectos de la

vida diaria (laboral, social, escolar, familiar...) y se considera una de las principales causas de



incapacidad producida por enfermedad a nivel mundial, siendo la primera causa de aifos vividos

con discapacidad en 56 paises, la segunda en otros 56 y la tercera en 34 paises (Vos et al., 2015).

En Espaia, el 82,5% de los gastos producidos por los trastornos depresivos son debido a los
costes indirectos de la patologia. Asi, entre ellos, el 60,5 % son debidos a incapacidad laboral
permanente y un 17,1% a la incapacidad laboral temporal (Vieta et al., 2021). Este gran impacto

econdémico es reflejo principalmente de los siguientes factores:

Una alta prevalencia: EI TDM presenta una prevalencia anual de un 7% segun el manual
diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-5), siendo mas comun en mujeres que
en hombres en una proporcion 2:1 (American Psychiatric Association, 2013). Si hablamos de
prevalencia vital total, en Espafia es de un 10.6% (en mujeres en torno al 15%), siendo esta

prevalencia la mayor entre los principales trastornos mentales (Haro et al., 2006).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) mas de 300 millones de personas en todo el
mundo padecen depresidon y, durante la reciente pandemia COVID-19, la incidencia del TDM
aumento un 25% en el primer afo. Multiples estudios muestran aumentos significativos en
sintomatologia depresiva en la poblacidon tanto en Espafia (Gonzalez-Sanguino et al., 2020;
Mufioz-Navarro et al., 2021), como en otros paises (Gao et al., 2020; Sani et al., 2020; Wang et

al., 2020).

Aparicion del TDM en etapas productivas de la vida adulta, larga duracion de los episodios
y alta recurrencia: La edad media de aparicidn del trastorno son los 30 afios y en un 75% de los
casos aparece antes de los 44 afios (Solmi et al., 2022). La duracién media de un episodio
depresivo puede encontrarse sobre los 6 y 8 meses (Kovacs et al., 2016; Melartin et al., 2004;
Spijker et al., 2002)y los pacientes depresivos tienen una media entre 4 y 5 episodios a lo largo
de su vida (Moreno et al., 2012). El porcentaje de recaida a lo largo de la vida se encuentra
alrededor del 75% (Kovacs et al., 2016; Perlis et al., 2006; Verduijn et al., 2017) y tiene una
cronicidad media de entre un 10 y un 15% (Malhi et al., 2018; Vazquez & Sanz, 2020).

Baja eficacia del tratamiento farmacoldgico y gran periodo de latencia de respuesta: La
evidencia nos muestra una tasa de respuesta de entre un 40% y un 60% y tasas de remision de
entre un 30% y un 45% utilizando los farmacos antidepresivos habituales que inhiben Ia
recaptacion neuronal de monoaminas, en particular serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y/o

noradrenalina (NA) (Carvalho et al., 2007; Gartlehner et al., 2011; Goldstein et al., 2002;



Nierenberg et al., 2007; Stahl, 2000; Thase et al., 2001; Tollefson & Holman, 1994; Trivedi, Fava,
et al., 2006; Trivedi, Rush, et al., 2006). Si bien es cierto que la tasa de remisién puede
incrementarse hasta un 67% tras el uso de cuatro secuencias de tratamiento con diferentes
farmacos antidepresivos a lo largo de un afio, segin muestra el estudio STAR*D (Sequenced
Treatment Alternatives to Relieve Depression) (Rush et al., 2006). En definitiva, en el mejor de los
casos, alrededor de un tercio de los pacientes con TDM no responden de manera adecuada a
los actuales tratamientos farmacolégicos antidepresivos. Ademads, aquellos que mejoran con el
tratamiento, deben esperar unas 3 o 4 semanas hasta obtener una respuesta significativa
(Trivedi, Fava, et al.,, 2006). Todos estos datos indican la existencia un alto porcentaje de
resistencia al tratamiento en esta patologia, cronificando el sufrimiento y la incapacidad de la

personay, por consiguiente, aumentando el gasto socioecondmico.

Dejando a un lado las causas principales que influyen en los costes del TDM, hay que sumarle
otros factores de riesgo a los que se asocia el trastorno. Por un lado, las personas que sufren de
depresion, independientemente de la edad que tengan, tienen mayor probabilidad que la
poblacién general de sufrir ciertas enfermedades fisicas, como diabetes, enfermedades
cardiovasculares, dolor, Alzheimer, accidentes cerebrovasculares, osteoporosis, etc. (Bair et al.,
2003; Caraci et al., 2010; Kashfi et al., 2022; Medeiros et al., 2020; Semenkovich et al., 2015;
Zhang et al., 2018)

Por otra parte, el TDM es un factor de riesgo muy importante para la conducta suicida, siendo
esta la causa de muerte de 800.000 personas anualmente segun datos de la OMS y la segunda
causa de muerte en jovenes de entre 15 y 29 afios. Las personas con depresion tienen un riesgo
21 veces mayor que la poblacién general de morir por suicidio (SEP, 2015). Se ha observado un
aumento del riesgo de conducta suicida durante el primer mes de tratamiento antidepresivo,
especialmente en los primeros 9 dias (Jick et al., 2004; Simon et al., 2006), lo que puede estar
directamente relacionado con un aumento de energia fisica en presencia de los pensamientos
negativos y el estado de dnimo depresivo debido a la alta latencia de respuesta de los
antidepresivos (Machado-Vieira et al., 2010). Por otro lado, las dosis clinicas habituales de los
inhibidores de la recaptacion de 5-HT (ISRS) inducen una reduccion paraddjica de su liberacién
terminal, fendmeno debido a un mecanismo de autoinhibicion dependiente de los
autoreceptores 5-HTia (Artigas et al., 2018; Nord et al., 2013). Dado el papel clave de la 5-HT en

el control del estado de dnimo, dicha reduccién funcional de 5-HT puede agravar el cuadro clinico



al inicio del tratamiento, aumentando el riesgo suicida hasta que dichos receptores no se
desensibilizan o se bloquean mediante estrategias farmacoldgicas (Artigas et al., 1996, 2001). La
importancia del autoreceptor 5-HTia en TDM es tal que su bloqueo farmacoldgico permite
acelerar y aumentar la respuesta antidepresiva (Pérez et al., 1997; Portella et al., 2011), aunque
no existen estudios que evallen si dicho bloqueo farmacoldgico permite reducir las tasas de

suicidio en pacientes con TDM.

Asi pues, la reduccion del riesgo suicida es otra de las razones por las que urge encontrar
nuevas estrategias antidepresivas cuya accién sea mas rapida que la de los farmacos

monoaminérgicos.

Etiologia y fisiopatologia

A pesar de los grandes avances conseguidos en las ultimas décadas por la investigacion en
Neuropsicofarmacologia, |a etiologia y fisiopatologia de la depresién siguen siendo mal conocidas
y no permiten definir una causa clara para el trastorno. Todo nos lleva a pensar que la etiologia

del TDM se basa en una combinacion de factores genéticos, ambientales y epigenéticos.

Se asume que el riesgo de padecer la enfermedad estaria influenciado entre un 30% y 40%
por factores genéticos, mientras que entre el 60% y 70% restante perteneceria a factores
ambientales (Saveanu & Nemeroff, 2012). Diversos estudios han relacionado un polimorfismo en

el gen del trasportador de 5-HT

SLC6A4 con el TDM. Este polimorfismo (SHTTLPR) presenta dos variaciones alélicas una larga
(L) y una corta (S), siendo esta ultima un factor de riesgo para el TDM (Haenisch et al., 2013; Karg

etal.,, 2011).

Por otra parte, sujetos con una alta expresién del autoreceptor 5-HT1a, incluyendo aquellos
con un polimorfismo funcional en la regién promotora del gen Htrla presentan una mayor
susceptibilidad a depresidn y suicidio, asi como una menor respuesta a farmacos antidepresivos
(Fakra et al., 2009; Lemonde et al., 2003; Neff et al., 2009; Stockmeier et al., 1998; Sullivan et al.,
2009) . La implicacién de ambos genes es totalmente consistente con el papel clave jugado por el
transportador de 5-HT (SERT) y el autoreceptor 5-HT1a en el control de la actividad 5-HT, situados
a un nivel funcional previo (upstream) a otros mecanismos implicados en TDM y en respuesta

antidepresiva (Artigas, 2013).



Sin embargo, se ha observado que el TDM estd influenciado por muchas variantes de riesgo
(Ripke et al., 2013; Wray et al., 2012), siendo mds comun que las personas afectadas sean
portadoras de multiples variaciones alélicas de riesgo y no de una sola variacidon caracteristica

(Colodro-Conde et al., 2018).

Desde el modelo explicativo biopsicosocial de diatesis-estrés (o vulnerabilidad-estrés) se
asume que cada persona tiene una vulnerabilidad psicobiolégica (factores genéticos de riesgo o
proteccién, predisposiciones temperamentales, género, etc) que va a interaccionar con eventos
vitales estresantes. La probabilidad de desarrollar un TDM ante estos estresores, va a depender
de esa sensibilidad al estrés (vulnerabilidad) idiosincrasica de la persona (Schotte et al., 2006).
Varias investigaciones que combinan el estudio de factores genéticos implicados en el TDM y
estresores determinantes ambientales respaldan este modelo(Clarke et al., 2019; Colodro-Conde

et al., 2018; Kendler et al., 2001).

A nivel neurobioldgico, la gran heterogeneidad dentro del mismo diagndstico y la
combinacion de sintomas de distinta naturaleza (cognitivos, emocionales, motores vy
neurovegetativos) sugieren que multiples variables confluyen para inducir un fenotipo depresivo.
De hecho, cada vez es mds comun posicionarse hacia una vision integradora que, mas alla de

rechazar ciertas teorias, enfatiza la interaccién entre todas ellas (Figura 1).
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A continuacién, se resumen brevemente los modelos neurobioldgicos mas estudiados con

respecto al TDM:
Hipdtesis monoaminérgica

En los afios 60 del siglo XX surge la primera propuesta para explicar la neurobiologia de la
depresion, la hipdtesis monoaminérgica, la cual propone que una baja disponibilidad de las
monoaminas a nivel cerebral, especialmente 5-HT y NA, es responsable de los sintomas
depresivos. Esta conclusion fue inferida al notar que el farmaco antihipertensivo reserpina
provocaba sintomatologia depresiva en los pacientes hipertensos. La reserpina interfiere en el
almacenaje vesicular de 5-HT y NA, deplecionando los niveles de monoaminas presindpticos

disponibles para su liberacién en la sinapsis (Hirschfeld, 2000).

Por otro lado, se observd que los primeros farmacos antidepresivos, descubiertos por
serendipia en la década de los 1950s, inhibian los mecanismos de recaptacién neuronal de 5-HT
y/o NA (farmacos triciclicos del tipo imipramina) o bien su degradacion metabdlica a través de la
monoamino oxidasa (MAO) (inhibidores de la MOA, IMAQS), lo que reforzé la asociacién entre

sintomatologia depresiva y baja disponibilidad de monoaminas.

Si bien esta hipdtesis ha servido para el desarrollo de farmacos antidepresivos y ha sido
aceptada durante muchos afios, no hay evidencia que corrobore una relacién causal entre los
bajos niveles de monoaminas y el TDM dado que la funcion 5-HT también se ha visto alterada en
otros trastornos y en personas que no padecen depresion (Moncrieff et al., 2022). A pesar de que
esta teoria podria estar en linea con la accién de los farmacos antidepresivos mds usados (ISRS e
inhibidores duales de la recaptacién de 5-HT y noradrenalina (IRSN); Ver apartado: 1.4.3), deja
sin explicar la latencia en la respuesta de los antidepresivos, puesto que, a pesar del aumento de
monoaminas que provocan en un corto periodo de tiempo, los efectos no aparecen hasta al

menos 2-3 semanas después del inicio del tratamiento (Stahl, 2000).

Eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y respuesta al estrés

Los eventos vitales estresantes son factores precipitantes para el desarrollo del TDM (Caspi
et al., 2003) y no sdlo influyen los sucesos estresantes préoximos en el tiempo, sino que una gran

proporcién de personas que desarrollan la patologia en la edad adulta, han sufrido situaciones de



estrés continuadas durante la infancia, como negligencia, abusos, violencia familiar, etc

(McLaughlin et al., 2010)

El eje HPA es un circuito hormonal crucial del sistema neuroendocrino que esta
estrechamente relacionado con la respuesta al estrés. Tiene tres componentes principales (Figura

2):

- Hipotalamo: Ante un evento estresante, produce vasopresina y la hormona liberadora de

corticotropina (CRH)

- Hipofisis anterior o glandula pituitaria anterior: |la presencia de vasopresina y CRH estimula en

la hipdfisis la liberacidn de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH)
- Corteza suprarrenal: genera cortisol cuando es estimulada por la ACTH.

Este sistema se autorregula mediante feedback negativo ya que el mismo cortisol frena la

produccién de CRH y ACTH en el hipotalamo y la hipodfisis respectivamente.

*“\ Feedback
negativo

L ]

[ ]
ACTH * o o

L Cortisol

Figura 2. Funcionamiento del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal. El hipotdlamo libera la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), lo que estimula la liberaciéon de la hormona adrenocorticotrdpica
(ACTH) por la hipdfisis anterior y por ultimo la corteza suprarrenal genera el cortisol que se libera en el

torrente sanguineo y autorregula el sistema mediante feedback negativo.

En personas que sufren TDM se ha observado un eje HPA hipersensible con una activacion
excesiva que ademas presenta déficits en la autorregulacién a través del feedback negativo

(Arana et al., 1985; Pruessner et al., 2003).
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Sin embargo, la disfuncidn del eje HPA, no es una caracteristica particular ni definitoria del
TDM, puesto que estd presente también en otras patologias psiquidtricas como en la
esquizofrenia, el trastorno de estrés postraumatico, el trastorno bipolar o trastornos de ansiedad
(Belvederi Murri et al., 2016; Cherian et al., 2019; Dunlop & Wong, 2019; Frankiensztajn et al.,
2020).

Hipdtesis neurotroéfica

Desde esta perspectiva se postula que bajas concentraciones de factores neurotréficos, en
concreto el factor neurotréfico derivado del cerebro (brain derived neurotrophic factor o BDNF),
provocan variaciones tanto morfolégicas como funcionales en diversas areas cerebrales, que

serian responsables, en todo o en parte, de la sintomatologia depresiva.

Los factores neurotréficos se encargan de regular la neurogénesis y neuroplasticidad. El BDNF
promueve la diferenciacidn y el crecimiento de nuevas neuronas y sinapsis, ademas de ser clave

para la supervivencia de las neuronas existentes (Hashimoto et al., 2004).

En necropsias procedentes de pacientes con TDM y de conductas suicidas se han observado
bajos niveles de BDNF (Lee & Kim, 2009; Monteleone et al., 2008), sobre todo en el hipocampo
(Karege et al., 2005). Por el contrario, el tratamiento crénico con farmacos de accién 5-HT, como
los ISRS, aumenta la expresién de BDNF en el hipocampo de roedores (Nibuya et al., 1996) y en
el plasma de pacientes con TDM (Piccinni et al., 2008). Finalmente, se ha sugerido que el BDNF
sea probablemente necesario para la adaptacién de los circuitos limbicos y corticales a los

cambios ambientales (Dean & Keshavan, 2017).

Inflamacidn

Varios estudios muestran una relacion bidireccional entre el TDM y los procesos
inflamatorios (Beurel et al., 2020; Kiecolt-Glaser et al., 2015). Asi, existe una alta comorbilidad
entre enfermedades inflamatorias y depresion (Nerurkar et al., 2019; Nicholas y Gooderham,

2017; Yuan et al., 2021).

Ademas, se ha relacionado el TDM con un aumento en marcadores inflamatorios como las
citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-a (O’Brien et al., 2004). También se ha observado que los
antidepresivos son capaces de reducir la respuesta inflamatoria aumentando los niveles de

citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 (O’Brien et al., 2004; Tousoulis et al., 2009), de la
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misma manera que la inhibicién de vias inflamatorias puede dar lugar a una mejora de la

sintomatologia depresiva (Guo et al., 2019; Song et al., 2021).

Alteraciones neuroanatdmicas y funcionales. Enfoque en la corteza cingulada anterior

ventral (VACC)

Gracias a las diversas técnicas de neuroimagen con las que contamos hoy en dia, se han
podido estudiar las alteraciones presentes en pacientes con TDM tanto a nivel morfoldgico como

funcional en multiples areas del cerebro.

De todos los estudios se puede concluir que el cerebro de los pacientes con TDM presenta
una reduccion de volumen en diversas dreas cerebrales tanto corticales como subcorticales. En
particular, el hipocampo ha sido una de las estructuras mas estudiadas en el TDM, presentando
una atrofia y reduccién de volumen en pacientes depresivos que correlacionaba con la gravedad
de los sintomas y el grado de recurrencia (MacQueen et al., 2003; McKinnon et al., 2009; Schmaal

et al.,, 2016).

Por otra parte, también se ha reportado una disminucion de volumen en diversas areas
subcorticales como el globo palido, caudado, putamen, tadlamo, nlicleo accumbens, insula y
amigdala (Ancelin et al., 2019; Bora et al., 2012; van Cauwenberge et al., 2021), aunque en este
ultimo caso también hay evidencias que defienden un tamano amigdalino aumentado (Frodl et

al., 2003; Saleh et al., 2012).

Con respecto a las areas corticales, se ha observado una disminucién de volumen en diversas
regiones de la corteza prefrontal (CPF), como la orbital, dorsolateral, ventrolateral y
dorsomedial (COF, CPFdI, CPFvl y CPFdm, respectivamente)(Bora et al.,, 2012; Bremner et al.,
2002; Lai et al., 2000)

También se ha observado un menor tamaio de la corteza cingulada anterior ventral (CCAv,
o corteza prefrontal ventromedial, CPFvm, que incluye el area 25 de Brodmann, Cg25, debajo del
genu del cuerpo calloso) en pacientes con TDM (Botteron et al., 2002; Drevets et al., 1997) En
relacion con esto, diversos estudios tanto estructurales como funcionales, destacan la
importancia de la CCAv en el TDM mostrando una hiperactividad en pacientes con TDM (Drevets
et al., 2008; Mayberg et al., 2005). Ademas, las nuevas estrategias de tratamiento que generan
una mejoria inmediata, como la administracién de ketamina (KET) y la estimulacién cerebral

profunda (DBS), revierten tal hiperactivacién en la CCAv (Figura 3), correlacionando una
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disminucion en el metabolismo de esta area con una mejoria en la sintomatologia depresiva

(Mayberg et al., 2005; Morris et al., 2020).
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Figura 3. Cambios en el flujo sanguineo cerebral (FSC) mediante tomografia por emision de positrones
(PET) tras la estimulacidn cerebral profunda (DBS) en pacientes resistentes a tratamiento convencional
para la depresién mayor. FSC basal respecto a sujetos control (fila 1), después de 3 meses (fila 2) y de 6

meses (fila 3) tras DBS. Modificado de Mayberg et al., (2005).

A su vez se ha observado una hipofuncién de la CPFdl en personas con TDM (Biver et al., 1994;
Galynker et al., 1998; Kimbrell et al., 2002; Rigucci et al., 2009) que revierte tras el tratamiento

antidepresivo (Mayberg et al., 2000).

La importancia de estas alteraciones en dreas ventrales de la CPF trasciende de largo los meros
efectos locales, dada su conectividad con numerosas dreas corticales y subcorticales y el control

jerarquico (top-down) de la actividad neuronal que ejerce en ellas (ver apartado 2.5).

13



Tratamientos antidepresivos

Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ)

Los primeros farmacos antidepresivos en desarrollarse fueron los IMAO en los afios 50. Se
encargan de bloquear la encima MAO, cuyo papel es degradar varios tipos de neurotransmisores
(NA, 5-HT, dopamina (DA) y tiramina) y por tanto la acciéon de estos farmacos incrementa los
niveles de estas monoaminas en el cerebro (Baker et al., 1992), sobre todo las fracciones activas
(extracelulares), responsables de activar los receptores de membrana (Celada & Artigas, 1993)

(Figura 4).

Sin embargo, no son farmacos de primera eleccion debido a sus multiples efectos secundarios
como sequedad de boca, somnolencia, hipotensidn, nduseas, mareos, aumento de apetito y peso,
disminucion del deseo sexual, etc (Wimbiscus et al., 2010). Ademas, la MAO-A se encarga de
metabolizar la tiramina consumida en la dieta. Por ello, los IMAO inducen cuadros
hipertensivos -en ocasiones letales- en pacientes que han consumido alimentos ricos en tiramina
como quesos, carnes y pescados curados o ahumados, bebidas alcohdlicas, embutidos e incluso
algunos tipos de vegetales. Este efecto (cheese effect) es debido a la capacidad de la tiramina de
liberar catecolaminas (NA, DA) de sus depdsitos periféricos (e.g., glandulas suprarrenales),
produciendo de este modo un aumento incontrolado de la presién arterial (Wimbiscus et al.,
2010). Por otro lado, tampoco pueden combinarse con otros farmacos como los ISRS, IRSN o los
antidepresivos triciclicos (ATC), ya que esto puede resultar en un sindrome serotoninérgico
(afeccion letal en ciertos casos), debido a un exceso de la actividad 5-HT en el sistema nervioso

central (SNC) (Culpepper, 2012).

Por todo ello, y a pesar de su excelente eficacia terapéutica en TDM, los IMAO han caido en

desuso debido a sus importantes efectos secundarios.
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Figura 4. Accion de los farmacos antidepresivos. Los axones de neuronas serotoninérgicas almacenan
serotonina (5-HT) en vesiculas sinapticas, que se libera al espacio sindptico tras la llegada de impulsos
nerviosos. Una vez alli la 5-HT puede activar receptores 5-HT de la neurona postsinaptica o ser recaptada
por el transportador de 5-HT (SERT) volviendo de nuevo al terminal 5-HT. La enzima monoaminooxidasa
(MAO) actua degradando la 5-HT en la membrana mitocondrial dentro de la neurona 5-HT. Tanto los
inhibidores selectivos o duales de la recaptacion de serotonina (ISRS e ISRN) como los antidepresivos
triciclicos (ATC) actuan bloqueando los SERT, mientras que los inhibidores de la MAO (IMAO) actuan

impidiendo la degradaciéon de 5-HT por la MAO.

Antidepresivos triciclicos (ATC)

Los ATC fueron los segundos farmacos antidepresivos en ser descubiertos, de manera fortuita
(serendipia), tras los IMAO, cuando se estaban buscando analogos de clorpromacina, el primer

farmaco antipsicotico, para ser desarrollados también como nuevos antipsicéticos (Figura 5).

15



CLORPROMAZINA IMIPRAMINA CLOMIPRAMINA

Figura 5. Formulas quimicas de clorpromazina (primer farmaco antipsicético), imipramina (primer
farmaco antidepresivo) y clomipramina (analogo clorado de imipramina, uno de los farmacos
antidepresivos mas eficaces). La sustitucién de un dtomo de azufre (S) por un puente etilo (-CH,-CH»-) en
el anillo triciclico induce un cambio radical de las caracteristicas farmacoldgicas y terapéuticas,
transformando un antagonista de receptores DA D2 con accidn antipsicdtica (clorpromazina) en

inhibidores de recaptacion de las monoaminas (con accién antidepresiva imipramina y clomipramina)

Su accidén inhibe la recaptacion de 5-HT y NA y, por tanto, aumenta los niveles extracelulares
(fraccion activa) de estas monoaminas en el encéfalo (Figura 4). Sin embargo, también bloquean
receptores muscarinicos, histaminicos y adrenérgicos, dando lugar a efectos adversos
caracteristicos como: sequedad de boca, taquicardia, sedacién, confusién, aumento de peso,
disfuncién eréctil o sintomas extrapiramidales entre otros (Bet et al., 2013) Por ello su uso se ha
visto superado por farmacos antidepresivos con el mismo mecanismo de accion terapéutica
(inhibicién de la recaptacion de 5-HT y/ 5-HT/NA) (ver seccion 1.4) aunque alguno de ellos, como
clomipramina han mostrado mayor eficacia que los ISRS en estudios controlados (Danish
University Antidepressant Group, 1986, 1990) y se usa también en el trastorno obsesivo

compulsivo.

Inhibidores selectivos de |la recaptacion de 5-HT y noradrenalina (ISRS y IRSN)

En los afos 80 se desarrollaron los ISRS y IRSN, los cuales son actualmente farmacos de
primera eleccion para tratar la depresién grave y moderada ya que, aunque no se consideran

mas efectivos que los ATC con respecto a la mejora de sintomatologia depresiva, si que producen
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menos efectos secundarios en general y tienen una mayor tolerabilidad (Anderson, 2000).
Ademas, y a diferencia de los ATC y los IMAOs, por los menores efectos secundarios de ISRS e
IRSN, las pautas terapéuticas pueden administrase desde el inicio de tratamiento. Estos fdrmacos
presentan una fuerte inhibicion selectiva de la recaptacion de 5-HT (en el caso de los ISRS)
(Figura 4) y de la 5-HT y NA (en el caso de los IRSN), sin practicamente mostrar afinidad por los
receptores histaminicos, adrenérgicos y muscarinicos, responsables de los efectos secundarios

de los ATC.

Mecanismos implicados en el retraso de la accidn terapéutica de los antidepresivos

clasicos

La lentitud de la accidn clinica de los tratamientos antidepresivos podria hacer pensar que es
un tiempo necesario por los mecanismos bioldgicos involucrados para que el cerebro pueda hacer
el cambio a un estado no depresivo y que, por tanto, el retraso en la accidén terapéutica es
inevitable. O, por el contrario, la latencia de accién clinica es una limitacidn propia de los fdrmacos
anteriormente descritos. La primera postura podria parecer aceptable si tenemos en cuenta que,
a pesar de tener distintos mecanismos de accion, la mayoria de los fdrmacos antidepresivos
comercializados hasta la fecha son de accidn lenta. Sin embargo, actualmente se han podido
estudiar nuevas estrategias antidepresivas cuya accion es rapida (ver apartado 1.4.5)

demostrando que si es posible una mejoria inmediata en pacientes con TDM.

Por su parte, los farmacos antidepresivos clasicos, activan diversos mecanismos adaptativos

tanto presinapticos como postsinapticos que son responsables de su accion lenta.

Por un lado, tanto el bloqueo de SERT por dosis clinicas de los TCA, SSRI y SNRI asi como la
inhibicién de la MAO por los IMAOs no produce, en primera instancia, el aumento de 5-HT
esperado sino el efecto opuesto debido a la accién autoinhibidora del autoreceptor 5-HT1a. Este
receptor se expresa en neuronas piramidales y GABAérgicas de regiones corticales y limbicas, y
también, a alta densidad, en los nucleos del rafe (NR), donde se encuentran los somas de las
neuronas 5-HT (Pompeiano et al., 1992; Spies et al., 2015). La activacién del autoreceptor 5-HT1a
por la 5-HT o agonistas especificos abre canales de potasio (K*), lo que reduce el potencial de
membrana y la frecuencia de descarga de las neuronas 5-HT, efecto que se traduce en una

reduccion de la liberacion de 5-HT en todo el cerebro.
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Ademads, esta drea del cerebro medio presenta las mayores densidades de SERT y MAO tanto
en roedores como en humanos (Cortés et al., 1988; Fuxe et al., 1983; Saura et al., 1992, 1996).
Estos dos factores hacen que los farmacos antidepresivos tengan una accion preferente sobre
los NR en comparacion con areas mas rostrales como la CPF o el hipocampo, zonas claves para el
efecto antidepresivo, inervadas por los terminales de las fibras 5-HT (Adell & Artigas, 1991; Bel &
Artigas, 1992; Celada & Artigas, 1993; Hervds & Artigas, 1998). De tal manera que dosis bajas de
SSRI, andlogas en roedores a las dosis usadas clinicamente, aumentan la 5-HT extracelular sélo
en los NR (Hervas & Artigas, 1998). La 5-HT en estos casos no llega a aumentar en las areas de
proyeccion, sino que reduce su liberacién en esas zonas debido a que ese aumento de 5-HT en
el rafe activa los autoreceptores 5-HTia hiperpolarizando las neuronas 5-HT y, por tanto,
atenuando la liberacion de 5-HT en las dreas de proyeccién como la CPF. Por otra parte, un
tratamiento repetido a las mismas dosis produce un aumento significativo de la 5-HT extracelular
en areas del cerebro anterior (Bel & Artigas, 1993) inducido por la desensibilizacion de los
autoreceptores 5-HT1a tras el tratamiento repetido con antidepresivos (Blier & de Montigny,
1994; Hervas et al., 2001). Todo esto nos indica que la mejora en la sintomatologia apareceria
una vez pasado el tiempo necesario para la desensibilizacidon de los autoreceptores 5-HT1a. Un
fendmeno analogo, aunque de menor importancia cuantitativa, ocurre con los autoreceptores 5-
HT1s, localizados en terminales axonales, que inhiben localmente la liberacién de 5-HT. Asi, tanto
el bloqueo de los autoreceptores 5-HTia como de los 5-HTig potencia el aumento de 5-HT

extracelular inducido por los SSRI (Artigas et al., 2001).

Por otra parte, la neurogénesis hipocampal también parece ser un factor necesario para la
apariciéon de los efectos antidepresivos tras la administracion del tratamiento farmacoldgico.
Practicamente todos los antidepresivos incrementan la proliferacion y maduracion de nuevas
células hipocampales e incrementan su supervivencia en roedores, incrementando la plasticidad
neuronal en el giro dentado (Duman et al., 2001; 1999; Malberg & Duman, 2003; Wang et al.,
2008). Sin embargo, este efecto sdlo aparece tras un tratamiento mantenido (Duman et al., 2001;
Wang et al., 2008). No sélo se ha demostrado que la 5-HT puede aumentar la neurogénesis, sino
gue ademas el receptor 5-HT1a (5-HT1a-R) tiene un papel fundamental en este proceso, puesto
que la proliferacidn celular en el giro dentado que ocurre tras 3 semanas de tratamiento en
roedores no aparece en ratones knock-out para dicho receptor (Duman et al.,, 2001). Se ha

sugerido que la causa del retraso terapéutico de los tratamientos antidepresivos puede ser el
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tiempo que tardan las nuevas neuronas en el giro dentado en extender sus neuritas e integrarse

por completo de manera funcional en la circuiteria cerebral (Jacobs et al., 2000).

También se ha observado un efecto trofico de los antidepresivos, lo que puede provocar una
mejora en la plasticidad neuronal a través de la modulacion de cascadas intracelulares
neurotroficas (CREB; cAMP response element-binding protei), las cuales median la transcripcion
del gen BDNF (Boku et al., 2018; Masi & Brovedani, 2011). Todo ello afecta a la arquitectura
neuronal, sobre todo en vias cortico-limbicas. No se verian efectos antidepresivos hasta conseguir
la mejoria en neuroplasticidad y en el funcionamiento de la conectividad cerebral a través de
dichos procesos y de ahi la lentitud de la accidon de estos farmacos, fendmenos que se suman al
tiempo necesario para desensibilizar los autoreceptores 5-HTia y 5-HTig (mecanismo

presinaptico).
Nuevas estrategias antidepresivas de accion rapida

En las ultimas décadas se ha puesto énfasis en estudiar otras opciones de tratamiento que

consigan obtener una mejoria mas rapida y eficaz que con los fdrmacos convencionales.

La DBS en la CCAv (también llamada Cg25) ha resultado ser eficaz para la mejora de la
sintomatologia depresiva y, ademas, de manera inmediata en pacientes resistentes al
tratamiento convencional, revirtiendo la hiperactivacion de la CCAv observada en estos
pacientes (Figura 3) (Mayberg et al., 2005; Puigdemont et al., 2012, 2015). En estos estudios se
observa un pequeiio efecto rebote justo después de la inmediata mejoria, al que le sigue de nuevo
una mejoria mas lenta y mantenida. Investigaciones preclinicas han relacionado esa mejoria
inicial con fendmenos inflamatorios debidos a la implantacion de los electrodos (Perez-Caballero
et al., 2014), sin embargo, la mejoria mantenida final se ha asociado a plasticidad neuronal
derivada de la DBS en ciertos circuitos neuronales, haciendo énfasis en el sistema 5-HT

(Veerakumar et al., 2014).

Por otra parte, la infusion endovenosa de KET, antagonista no competitivo del receptor de
glutamato NMDA, puede producir una significativa reduccion de los sintomas depresivos de
manera rapida (Berman et al., 2000; Krystal et al., 2019; Zarate et al., 2006). Este compuesto
ramificado contiene por igual (R)- Ketamina y (S)- Ketamina, siendo esta ultima aprobada en 2019

como antidepresivo en Estados Unidos y Europa administrada de manera intranasal.
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Tras la aparicion de los primeros estudios clinicos, numerosos equipos de investigacion han
desarrollado estudios para clarificar los mecanismos de accién antidepresiva de KET y poderlo
diferenciar de su mecanismo de accidn psicotrépica. La KET se desarrolld como anestésico
disociativo en los afios 1950 y se sigue usando como anestésico y como analgésico, y también
como droga de abuso, debido a sus efectos psicotrdpicos a dosis sub-anestésicas. Este ultimo
efecto también llevd a usar KET como modelo de esquizofrenia, ya que sus efectos psicotrépicos

se revierten por farmacos antipsicéticos (Krystal et al., 2003)

Entre los numerosos estudios desarrollados, destacan los realizados por el equipo de R.S.
Duman en la Universidad de Yales, USA, que muestran que la KET induce fendmenos de
neuroplasticidad en CPF (Li et al., 2010). Por otra parte, se ha observado una normalizacion de la
hiperactividad glutamatérgica en la CCAv de pacientes con TDM tras la administracién
intravenosa de KET (Morris et al., 2020). Ademads, la administracién intraperitoneal de KET
revierte el fenotipo depresivo en ratones con una corteza infralimbica (IL) hiperactiva (IL en

roedores es el drea equivalente a la CCAv en humanos) (Fullana, Gasull-Camds et al., 2020).

Finalmente, se ha estudiado en los ultimos afios el potencial efecto antidepresivo de accidn
rapida de moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa (GABAa-R), como la
brexanolonay la zuranolona, los cuales han resultado efectivos para tratar la depresion postparto
(Gunduz-Bruce et al., 2022) y estan siendo estudiados para tratar el TDM (Althaus et al., 2020;
Gunduz-Bruce et al.,, 2019). Podemos inferir que, al potenciar la accion GABAérgica, estos
compuestos ayudarian a normalizar la actividad de la CCAv reduciendo la hiperactivacion en

pacientes con TDM.

CORTEZA PREFRONTAL

Localizacidén y funcion

La CPF se ubica en la zona mas anterior del I6bulo frontal, y constituye el 30% de toda la

corteza cerebral (Carlén, 2017). No soOlo es el area cerebral mas recientemente desarrollada

filogenéticamente, sino que en términos de ontogenia también alcanza su madurez tardiamente ya

gue, aunque comienza a formarse en la cuarta semana prenatal, no completa su total desarrollo

hasta muchos afios después, en la adolescencia (Huttenlocher & Dabholkar, 1997; Paus et al., 1999).
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La CPF juega un papel clave en las funciones ejecutivas. Gracias a ella se forma nuestra
personalidad, podemos tomar decisiones, orientar nuestros comportamientos a la obtencion de
metas concretas, planificar, predecir consecuencias, controlar impulsos e inhibir respuestas

automaticas, adaptarnos a las situaciones y desarrollar estrategias

No toda la CPF estd involucrada de la misma forma en las distintas funciones en las que estd
implicada. Asimismo, las zonas mas dorsales se han relacionado con funciones cognitivas, mientras
gue generalmente las areas de la parte mas ventral de la CPF estan asociadas al control y regulacion

emocional.

Divisién funcional de la corteza prefrontal

Tanto la CPF como sus subdivisiones no son estructuras con bordes anatdmicos claramente
identificados y uniformes, por ello en la literatura podemos encontrar que distintos autores dividen
la CPF de maneras diferentes. La gran variabilidad citoarquitecténica, tanto entre especies como
entre individuos de la misma especie, ha sido un gran obstaculo que ha hecho confusa su definicién
(Fuster, 2008). Es por esto que desde hace tiempo se ha utilizado como criterio principal de
identificacion la distribucién de las fibras talamicas, rasgo compartido entre distintas especies. Asi,

se define la CPF como el drea cortical de proyecciéon del ntucleo dorsomedial del talamo.

Desde el punto de vista funcional, gran parte del papel jugado por la CPF y sus distintas
regiones se ha obtenido a través de las observaciones en pacientes con lesiones neuroldgicas. El
primer caso documentado (1848) fue el de Phineas Gage, trabajador del ferrocarril en EEUU a quien
una barra de hierro perford el I6bulo frontal tras una explosién. Phineas sobrevivié al accidente, pero

experimentd drasticos cambios de personalidad (ver Fuster, 2008)
A su vez, podemos dividir la CPF en 3 zonas principales (Figura 6):

Corteza orbitofrontal (COF): Situada en la superficie ventral de la CPF. Lesiones en esta area
suponen cambios en la personalidad y un comportamiento desadaptativo debido a fallos en la
realizacion de conductas orientadas a la consecucion de metas (Berlin et al., 2004; Rudebeck & Rich,

2018).

Corteza prefrontal medial (CPFm): Lesiones en esta area pueden producir apatia, desinterés en el
ambiente y problemas de concentracion en tareas cognitivas o comportamentales (Fuster, 2008). A

su vez, la parte medial de la CPF puede dividirse en dos zonas:
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Corteza prefrontal dorsomedial (CPFdm): Esta area se ha visto involucrada en el
procesamiento del sentido del yo, la percepcion que tenemos de nosotros mismos y de los
demads, el comportamiento altruista y la teoria de la mente (capacidad cognitiva adquirida en
torno a los 3 0 4 anos de edad que nos permite inferir los pensamientos de los demas y que
estos estados mentales ajenos pueden ser distintos a los propios), entre otros (Frith & Frith,

2006; Gusnard et al., 2001; Waytz et al., 2012; Wittmann et al., 2021).

Corteza prefrontal ventromedial (CPFvm): También llamada CCAv, en la que encontramos la
corteza cingulada anterior subgenual o area 25 de Brodmann (Cg25). Tiene un papel clave
en el procesamiento de la recompensa y la toma de decisiones basada en el valor que se le

da a ese incentivo (Hiser & Koenigs, 2018).

De manera similar ejerce una funcién de gran importancia en la regulacion de
emociones negativas, siendo necesaria para la extincion del miedo condicionado(Milad &
Quirk, 2002; Quirk et al., 2000), asi como para evitar la sobregeneralizacion del miedo (Xu &

Stdhof, 2013).

Por otra parte, la CPFvm también estd involucrada en el alivio del dolor a través de un
placebo (Atlas & Wager, 2014). Ademas, cabe recordar la hiperactivacion de la CPFvm
observada en pacientes con TDM resistentes al tratamiento antidepresivo convencional,
mencionada anteriormente (seccion 1. 3.5) (Drevets et al., 2008; Mayberg et al., 2005) que
concuerda con otros estudios donde se observa que las personas con lesiones en la CPFvm
son menos susceptibles a desarrollar TDM y trastorno de estrés postraumatico (Koenigs,

Huey, Calamia, et al., 2008; Koenigs, Huey, Raymont, et al., 2008).

La CPFvm también se ha visto implicada en funciones cognitivas sociales que son
relevantes en diversos trastornos mentales, como por ejemplo la empatia, el reconocimiento
facial de emociones, la cognicidn y juicio moral, etc (Fumagalli & Priori, 2012; Heberlein et

al., 2008; Shamay-Tsoory et al., 2009).

Asi mismo, también participa junto con otras estructuras (entre ellas la CPFdm) en el
procesamiento de informacidn relacionada con uno mismo, como identificar si cierto rasgo
de personalidad te pertenece, imaginar qué sentirias en una situacion hipotética o recordar

memorias autobiograficas (Hiser & Koenigs, 2018; Northoff et al., 2006; Svoboda et al., 2006).
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Corteza prefrontal lateral (CPFI): Las lesiones en la parte mas lateral de la CPF se caracterizan sobre
todo por déficits cognitivos. La CPFl es fundamental para la organizacion y ejecuciéon del
comportamiento, el habla y el razonamiento, estando también implicada en la capacidad de
planificacion y de llevar a cabo secuencias concretas de acciones (Fuster, 2001). Podemos dividir la

CPFl en dos zonas, una dorsal y otra ventral:

e Corteza prefrontal dorsolateral (CPFdl): Esta zona corresponde principalmente al area 46 de
Brodmann y estd involucrada en procesos atencionales, asi como en la memoria de trabajo
(memoria operativa o de corto plazo; working memory) y memoria de fuente (Cui et al., 2020;
Gallo et al., 2010; Petrides, 2000). Por otro lado, es clave en la modulacion de sesgos cognitivos
y en el procesamiento del lenguaje (Hertrich et al., 2021; Xia et al., 2021).

e Corteza prefrontal ventrolateral (CPFvl): Se le ha relacionado con la agresividad inducida por
frustracion (Gallucci et al., 2020), con la toma de decisiones (Sakagami & Pan, 2007) y con la

reevaluacidn positiva ante eventos estresantes o negativos (Cao et al., 2021).

Para poder estudiar en profundidad las propiedades de las distintas areas cerebrales, y con la
salvedad de la enorme diferencia en canto a su complejidad, se han establecido ciertas homologias

entre las subdivisiones de la CPF en humanos y la CPF de roedores (Figura 6).

Asi pues, en el cerebro de rata, al igual que en el cerebro humano, pueden distinguirse 3 partes
partes principales de la CPF: lateral, orbital y medial (CPFm). La CPFm en roedores, a su vez se divide
en 4 areas. Las dos areas mas dorsales de la CPFm en roedores son el area agranular medial (AGm)
y la cingulada anterior (anterior cingulate, AC), seguidamente en direccion dorsoventral
encontrariamos el area prelimbica (PrL) y, por ultimo, en la zona mas ventral, se situa el area

infralimbica (IL).

Cabe destacar que la CPF de roedores no presenta capas granulares y en su citoarquitectura no
encontramos la capa cortical IV que si vemos en primates. En términos de conectividad y funcién la
corteza PrL ha sido considerada la homéloga a la CPFdl en primates/humanos, mientras que la IL

cumple funciones y comparte patrones de conectividad con la CPFvm.
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Figura 6. Subdivisiones de la corteza prefrontal (CPF) y analogias con la CPF de roedores. A. y B. Vision lateral
y frontal, respectivamente, del cerebro humano con las subdivisiones mas importantes de la CPF. C. Corte
coronal de cerebro de rata (AP: +3.2mm de bregma) con las subdivisiones de la CPF medial. D. Corte sagital
del cerebro humano con las subdivisiones de la CPF. Abreviaturas: CPFdm (CPF dorso medial), CPFdIl (CPF dorso
lateral), CPFvm (CPF ventro medial), CPFvl (CPF ventro lateral), COF (corteza orbito frontal), CCA (corteza
cingulada anterior), AGm (drea agranular medial), AC (area cingulada anterior), PrL (area prelimbica) e IL (drea
infralimbica).

Citoarquitectura de la corteza prefrontal

Con respecto a la arquitectura encontramos un rasgo general que es comun en todas las areas

corticales, entre ellas la CPF, el orden estratificado de las células.

De este modo a principios del siglo XX varios autores, como Santiago Ramon y Cajal y
Korbinian Brodmann describieron en la corteza cerebral 6 capas con caracteristicas distintas. Estas
capas son enumeradas (capas I-VI) desde la parte mas externa, en la superficie cerebral justo bajo la
piamadre, hasta la zona mas profunda. Sin embargo, durante el desarrollo cerebral, el orden de
formacién es inverso, desarrollandose en primer lugar las capas mas profundas hasta que se forma
por ultimo la capa I. A continuacién, una breve descripcién de su composicion celular y conectividad

(Figura 7):

Capa | o capa molecular o plexiforme: Es la capa mas externa y esta formada por células de Cajal-

Retzius (células multipolares con disposicién horizontal, en paralelo con la superficie cerebral)(Ulfig,
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2002), los penachos de las dendritas apicales de neuronas piramidales situadas en otras capas
(Marin-Padilla, 1990), neuronas GABAérgicas (Zecevic & Rakic, 2001) y axones procedentes del

tracto aferente talamo-cortical (Rubio-Garrido et al., 2009).

Capa Il o capa granular externa: Esta constituida por células estrelladas que dan el aspecto
granular. Ademas, también se encuentran pequefias neuronas piramidales (Patestas & Gartner,
2013) e interneuronas GABAérgicas doble-bouquet que expresan calretinina y somatostatina y que
inervan tanto a otras células GABAérgicas como a las dendritas de células piramidales (Lewis &

Gonzdlez-Burgos, 2008).

Capa Il o capa piramidal externa: Contiene neuronas piramidales que proyectan hacia otras areas
corticales, particularmente del hemisferio contralateral. También se encuentran en ella
interneuronas GABAérgicas que expresan parvalbumina, las cuales suelen situarse cerca de los
somas de las neuronas piramidales haciendo sinapsis en el segmento inicial del axdn de estas (Lewis

& Gonzdlez-Burgos, 2008).

Capa IV o capa granular interna: Esta capa existe en la mayor parte de la corteza cerebral, pero se
halla ausente en la CPF de roedores. En el resto de la corteza, la capa IV recibe la mayor parte de las
aferencias talamo-corticales, cuya informacidn las neuronas estrelladas se encargan de distribuir a
capas lll y V. Sin embargo, dada su ausencia en la CPF de roedores, las aferencias del nucleo

dorsomedial del talamo inervan capas lll, V y VI, sobre todo estas dos ultimas (Kuroda et al., 1998).

Capa V o capa piramidal interna o ganglionar: En ella se encuentran una gran cantidad de células
piramidales grandes que constituyen la fuente principal de salidas subcorticales. En ella se
encuentran los somas de las neuronas piramidales que proyectan a los nucleos del rafe dorsal (NRD)
y area tegmental ventral (ATV) (Gabbott et al., 2005), asi como al locus coeruleus (LC) (Branchereau
et al., 1996; Takagishi & Chiba, 1991), siendo la capa cortical mds importante para las conexiones

entre la CPF y los nticleos monoaminérgicos.

Asi mismo, las neuronas piramidales de capa V presentan una conexion reciproca con las
piramidales de capa Il (DeFelipe & Farifias, 1992). Como en todas las demas capas corticales,
también encontramos interneuronas GABAérgicas, sobre todo aquellas que expresan somatostatina,
las cuales hacen sinapsis con dendritas distales de neuronas piramidales (Lewis & Gonzalez-Burgos,

2008).
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Capa VI o capa multiforme o polimorfica: Es la capa mas profunda de la corteza, que se mezcla con
la sustancia blanca subcortical. En ella predominan las células fusiformes, aunque también se
encuentran diversos tipos de neuronas piramidales e interneuronas GABAérgicas. Los axones de la
mayor parte de las neuronas de esta capa se caracterizan por formar fibras de proyeccion
corticotalamicas, aunque también predominan las neuronas piramidales con largos axones

dispuestos de manera horizontal que conectan con otras areas corticales (Thomson, 2010).

A Célula de
-\ Cajal-Retzius

Dendrita ¥
apical Célula
estrellada

Neurona
e piramidal

GABAgrgica
calretinina

Dendritas

basales GABAérgica

parvalbumina

Y

somatostatina

Proyecciones corticales Tronco encefalico

contra e ipsilaterales y estriado

Figura 7. Citoarquitectura de la corteza prefrontal. De izquierda a derecha: 1. Tincidn de Nissl de una seccién
coronal de la corteza prefrontal dorso lateral (CPFdl, drea 46 de Brodmann) de un cerebro humano
(Modificado de Zikopoulos et al., 2018). 2. Esquema de las las distintas capas corticales. 3. llustracién de los
tipos neuronales representativos en cada capa cortical, asi como de sus areas de proyeccion. 4. ldentificacion

de los tipos neuronales representados.

Las células piramidales representan entre un 75-80% de todas las neuronas de la corteza
cerebral. Liberan el neurotransmisor glutamato y se consideran la mayor fuente de sinapsis
excitatorias intrinsecas en corteza, siendo sus espinas dendriticas la principal diana postsindptica de
las sinapsis excitatorias (Elston et al., 2011). Su nombre esta relacionado con la forma caracteristica

de su soma que es piramidal. Ademas, se caracterizan por tener una dendrita apical que penetra en

26



las capas superiores de manera perpendicular a la superficie y que le permite recibir informacién
procedente de dichas capas. Otras dendritas adicionales, las dendritas basales, se disponen de

manera horizontal paralelas a la superficie y nacen en la base del cuerpo celular.

Algunas neuronas piramidales poseen un axén corto que termina en otras capas corticales
(suelen encontrarse en neuronas piramidales de capa lll), sin embargo, otras tienen un largo axén
que pasa el final de la corteza entrando en la materia blanca y proyectan hacia estructuras
subcorticales distales, como el mesencéfalo, el tronco del encéfalo o la médula espinal (estas son

mas abundantes en capas profundas Vy VI).

Por otro lado, las interneuronas GABAérgicas forman el 20-25% restante de neuronas de la
corteza cerebral y se encargan de controlar de manera eficiente la actividad de las neuronas
piramidales inhibiendo su actividad, ya que liberan acido y-aminobutirico (GABA), principal
neurotransmisor inhibidor en el SNC. Estas células estan presentes en todas las capas corticales,
aungue se encuentran en mayor proporcion en las capas mediales. Forman una poblaciéon celular
muy heterogénea que presenta diversas propiedades morfoldgicas, bioquimicas, electrofisioldgicas
y de conectividad (DeFelipe et al., 2013; L. Lim et al., 2018; Petilla Interneuron Nomenclature Group
et al., 2008). Sus axones son de corta longitud y, por tanto, su funcion es totalmente local y queda
restringida a la propia corteza. Sin embargo, se han identificado neuronas GABAérgicas corticales de
largo alcance o long-range cuyas dianas son areas alejadas de su cuerpo celular como por ejemplo el
estriado, el nucleo accumbens o la amigdala (Jinno & Kosaka, 2004; Lee et al., 2014)(ver revision:

Urrutia-Pifiones et al., 2022).

Neurotransmision en la corteza prefrontal

Se han identificado numerosos neurotransmisores en CPF, destacando entre ellos los
aminodcidos glutamato y GABA, las monoaminas (NA, DA y 5-HT), acetilcolina, asi como histamina,
orexina y diversos neuropéptidos. Por su interés en TDM y en su tratamiento, describiré de forma

breve los sistemas de neurotransmsision por glutamato, GABA y monoaminas.

Tal como se describe en el apartado 1.4., los farmacos antidepresivos convencionales inhiben
el catabolismo de las monoaminas a través de la MAO o bloquean sus transportadores neuronales,
potenciando de ese modo la activacion de receptores pre- y postsindpticos de NA, DA y 5-HT. Por
otra parte, las nuevas estrategias antidepresivas de accidn rdpida estan basadas en el antagonismo

de receptores glutamatérgicos (KET, antagonista NMDA) o en la potenciacién de la neurotransmisién
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GABAx a través de moduladores alostéricos como la brexanolona o la zuranolona. Por su especial

interés en esta Tesis, describiré de forma algo mas amplia el sistema de neurotransmisién 5-HT.

Glutamato: Es el neurotransmisor excitatorio mas importante y abundante en todo el sistema
nervioso y se encuentra en grandes cantidades sobre todo en la CPF (Peinado et al., 1984). Es el
neurotransmisor empleado por las neuronas piramidales de capas superiores (lI--lll) para sus
conexiones intra-corticales y por las de capas inferiores (V-VI) para sus conexiones cortico-
subcorticales. Asimismo, las neuronas talamicas usan glutamato como neurotransmisor (con la
excepcion de las del nucleo reticular, de tipo inhibitorio, que no proyectan a corteza), por lo que

todas las aferencias y sinapsis talamo-corticales son también de naturaleza glutamatérgica.

Se han caracterizado 4 grandes tipos de receptores de glutamato: AMPA, NMDA, Kainato y
receptores metabotrépicos (mGIuR) (Figura 8), de algunos de los cuales existen diversos subtipos
con caracteristicas diversas. Los 3 primeros tipos son de caracter ionotropico y ejercen acciones
rapidas sobre el potencial de membrana de las neuronas en las que se hallan situados gracias al
aumento de la permeabilidad a cationes como sodio o calcio (receptores AMPA y NMDA,
respectivamente). La activacion de receptores AMPA abre canales de Na*, lo que se traduce en un
rapido aumento de las corrientes sindpticas y del potencial de membrana, fendmeno que se

desensibiliza rapidamente.

Por su parte, la composicidon y estructura del canal idGnico NMDA hace que su activacion por
glutamato y la posterior entrada de iones Ca?* solo sea posible tras la liberacién de un ion de
magnesio que ocluye el canal en situacion de reposo. Por ello, las acciones de glutamato sobre este
receptor solo ocurren en neuronas previamente despolarizadas por la activacién de receptores
AMPA. Los receptores NMDA estan implicados en fendmenos de potenciacion y depresion a largo
plazo que subyacen los procesos de memoria y otras funciones cognitivas en las que la CPF esta

implicada.

Por otra parte, los mGIuR, de los que hay 8 tipos (mGIuR1 a mGIluRs), agrupados en tres
familias, median acciones metabotrdpicas lentas de tipo excitador (mGIluR: y mGluRs) o inhibidor (el
resto). Dichos receptores pertenecen a la gran familia de receptores acoplados a proteinas G,

andlogos a los receptores de las monoaminas (con excepcion del 5-HTs-R, de naturaleza idnica).
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Figura 8. Tipos de receptores de glutamato

GABA: El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio y el mas abundante de todos en el SNC.
Tanto en la CPF como en otras areas corticales, la mayor parte de las sinapsis GABAérgicas proceden
de interneuronas locales de diversos tipos que modulan la actividad de las neuronas piramidales de
proyeccién (DeFelipe et al., 2013). Sin embargo, se han identificado proyecciones GABAérgicas hacia
la CPF desde zonas subcorticales como el ATV (Carr & Sesack, 2000), la region basal del cerebro
medio(Henny & Jones, 2008; Sarter & Bruno, 2002) o el NRD (Bang & Commons, 2012a). Existen dos
tipos principales de receptores GABA: GABAA-R y GABAg-R (Figura 9).

El primero de ellos (GABAa-R) es un receptor ionotrépico transmembrana permeable a cloro.
Su localizacion suele ser postsindptica y su accion al abrirse tras la union de un ligando hace que la
neurona se hiperpolarice por la entrada de iones Cl, reduciendo de este modo su actividad eléctrica.
El ligando principal de este receptor es GABA, pero también presenta sitios de unidén para otras
moléculas como las benzodiacepinas, alcoholes, neuroesteroides, barbituricos y otros anestésicos.
Los receptores GABAa estdn formados por 5 subunidades dispuestas de manera simétrica alrededor
de un canal central (por el que pasaran los iones Cl’), generalmente son dos unidades a, dos B y una
unidad y. Por un lado, el sitio de unién del GABA se encuentra en la parte extracelular entre una

unidad a y una B, mientras que las benzodiacepinas se unen al receptor entre las subunidades a y las
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y. Por otra parte, los sitios de uniéon de ciertos anestésicos (entre ellos los barbituricos),

neuroesteroides y alcoholes se encuentran en el dominio transmembrana.

Estos GABAa-R han sido relacionados con la regulacion de la ansiedad y el miedo (Fuchs et
al.,, 2017; Pan et al., 2022) y con la dependencia al alcohol y sus efectos negativos en la salud (Hughes
et al., 2019; Olsen & Liang, 2017). A su vez, déficits en este receptor pueden provocan un
comportamiento ansioso y depresivo mediado por la hiperactivacidn del eje HPA (Engin et al., 2018;

Shen et al., 2010)

El segundo tipo de receptor GABA (GABAg-R) es un receptor metabotropico ligado a proteina
G que esta constituido por dos subunidades GABAg: y GABAg; formando un heterodimero. Se
localizan pre- y postsindpticamente y modulan canales de Ca?* y K* provocando una inhibicién lenta

de la neurona.

GABA.R GABA:R

20060009000000000000 P00000000006

CI Q

Inhibicién rapida Inhibicion lenta

Figura 9. Tipos de receptores GABA

Monoaminas: Los sistemas de neurotransmision aminérgicos, y en particular, los sistemas
noradrenérgico, dopaminérgico y 5-HT poseen una serie de caracteristicas anatdmicas y funcionales
comunes que les diferencian de la neurotransmisidén por los aminodcidos glutamato o GABA. Asi, las
neuronas glutamatérgicas son habitualmente neuronas de proyeccién, con dianas neuronales
distales muy especificas, constituyendo el hardware o cableado general del cerebro. La actividad

excitatoria de las neuronas glutamatérgicas estd controlada de forma local por interneuronas
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GABAérgicas, aunque también existen neuronas de proyeccién GABAérgicas en los ganglios basales

y en algunas zonas corticales (Urrutia-Pifiones et al., 2022).

Por el contrario, los sistemas monoaminérgicos son altamente expansivos desde un punto
de vista anatdmico, inervando zonas muy amplias del cerebro a partir de un reducido nimero de
cuerpos celulares localizados en el tronco del encéfalo (p. €j., el cerebro humano contiene alrededor
de 250.000 neuronas 5-HT, de un total de 10! neuronas, y el de rata unas 20.000 neuronas 5-HT
(Jacobs & Azmitia, 1992)). Ademas, dicha inervaciéon es muy densa, habiéndose calculado densidades
superiores a 10° terminaciones nerviosas 5-HT por mm?3 (revisado en Artigas, 2013). Dichos sistemas
poseen una descarga neuronal lenta y bastante regular (sistemas tdnicos) que en el caso de 5-HT y
NA depende de los ciclos suefio -vigilia (ambos sistemas son Rem-off, es decir, cesan su actividad
neuronal durante el suefo REM (Jacos y Azmitia, 1992). El sistema DA presenta ademads una cierta
actividad fasica, con descargas en rafagas que aumentan la liberacion de DA en las dareas de

proyeccion.

Finalmente, y también a diferencia de los sistemas de glutamato y GABA, que actlan
mayoritariamente a nivel sinaptico, los sistemas monoaminérgicos actian de forma paracrina, no
sindptica (con la excepcion de la 5-HT en los receptores 5-HT3), liberando el neurotransmisor al paso
de los impulsos nerviosos por los axones. El neurotransmisor liberado puede entonces actuar en
receptores postsindpticos en las cercanias del punto de liberacién o bien ser internalizado de nuevo
por el transportador neuronal correspondiente (NAT, transportador de NA; DAT, transportador de

DA y SERT), que son la diana farmacoldgica de la mayor parte los antidepresivos.

Estas caracteristicas anatdmicas y funcionales hacen que los cambios de actividad neuronal a
nivel de los cuerpos celulares en dreas muy discretas del tronco del encéfalo tengan una enrome
repercusion en la liberacion de las monoaminas en el resto del encéfalo y, por tanto, en las funciones

cerebrales medidas por las mismas.

e Noradrenalina (NA): Liberada por las neuronas procedentes del LC. Las fibras noradrenérgicas

inervan todas las capas corticales, sin embargo, son mas densas en las capas IVy V (Fuster, 2008).
Encontramos 3 tipos principales de receptores adrenérgicos: a1 y B (ambos excitatorios) y az
(autoreceptor inhibitorio). Las capas Il a VI de la CPF expresan el receptor a1, en mayor proporcién
en neuronas glutamatérgicas (Santana & Artigas, 2017b). El receptor a, se presenta en mayor

densidad en las capas I/Il y disminuye su expresion conforme aumenta la profundidad de la CPF
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(Szot et al., 2007). Con respecto al receptor B, se le ha considerado responsable de la accion

excitatoria de la NA en las neuronas piramidales de capa V (Grzelka et al., 2017).

Dopamina (DA): Las fibras dopaminérgicas que llegan a la CPF proceden del ATV formando el

sistema dopaminérgico mesocortical e inervan principalmente la zona ventral de la CPF. Estas
fibras DA son especialmente densas en las capas V y VI de la corteza y su presencia es mas pobre
en capa IV (J. Fuster, 2008). El receptor de DA mas abundante en la corteza es el D1 (excitador), el
cual es expresado mayoritariamente por interneuronas GABAérgicas en capas lI-lll y en capas
profundas V y VI, mientras que el receptor Dz (inhibidor), que es menos comun, se concentra en
la capa V de la corteza y es expresado en proporciones similares por neuronas glutamatérgicas y

GABAérgicas (Santana & Artigas, 2017b).

Serotonina (5-HT): Este neurotransmisor se origina en los NR y sus fibras inervan todas las

subdivisiones de la CPF ampliamente, en especial en las capas mas profundas V y VI y también
en la capa I, mientras que en capas corticales intermedias estas fibras estan presentes en menor
densidad (Linley et al., 2013). La mayor parte de neuronas del rafe que proyectan a la CPF se

encuentran en la zona rostral y central del NRD y sus fibras se dirigen principalmente a la CPFm.

En la CPF podemos encontrar diversos tipos de receptores de serotonina (5-HT-R) (ver revision
en: Sargin et al., 2019)). Entre estos, los mas abundantes son los 5-HT1a-R (accién inhibitoria) y 5-
HT2a-R (funcidn excitatoria) que se expresan tanto en neuronas piramidales como GABAérgicas
de todas las capas corticales a excepcion de capa | (Santana & Artigas, 2017b). El 5-HT2c-R
(excitatorio) aparece en neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas sobre todo en capas profundas
V y VI, aunque también se ve en menor medida en capas superficiales (I-1ll) (Santana &
Artigas2017a). Otro receptor que se expresa tanto en neuronas piramidales como GABAérgicas
en la CPF es el 5-HTe¢-R (funcion excitatoria) (Helboe et al., 2015). Por otra parte, el 5-HT3-R
(excitatorio; Unico canal idnico asociado a receptores monoaminérgicos) parece expresarse
solamente en interneuronas GABAérgicas de capas superficiales (I-1ll) (Santana & Artigas, 2017b).
Finalmente, los 5-HT4-R, 5-HT7-R (excitatorios) y 5-HTsa-R (inhibitorio) son expresados sélo en las
neuronas glutamatérgicas en la capa V (Béique et al., 2004; Feng et al., 2001; Goodfellow et al.,

2012).
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Figura 10. Imagenes de campo oscuro mostrando la expresion de ARNm de los principales receptores

monoaminérgicos presentes en la corteza cerebral de rata. Modificado de Santana & Artigas, 2017. Barra=1

mm.

Conectividad de la corteza prefrontal

La CPF es considerada el area cerebral de mayor nivel asociativo y puede llevar a cabo las
complejas funciones cerebrales superiores gracias a su amplia conectividad con otras areas
cerebrales tanto corticales como subcorticales sobre las que actla orquestando su actividad

mediante un control jerarquico (top-down) (Miller & Cohen, 2001)

En general la mayoria de las proyecciones de la CPFm tienen como objetivo el hipotdlamo
lateral, el talamo dorsomedial, el estriado ventral (sobre todo fibras procedentes del area IL), el
estriado dorsal (desde fibras situadas mas dorsalmente en el drea PrL) y la amigdala basolateral
entre otras estructuras, siendo dichas proyecciones ipsi- y contralaterales en todos estos casos.
Asimismo, existen abundantes proyecciones ipsilaterales a diversas areas y nucleos del tronco del
encéfalo, como los NR, ATV, la sustancia gris periacueductal, asi como a la médula espinal. A
diferencia del resto de proyecciones, originadas mayoritariamente en AC, PrL e IL, las proyecciones

corticoespinales proceden mayoritariamente de la corteza motora secundaria (MOs), mas dorsal que
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la CA. Cabe destacar que la mayoria de estas fibras de proyeccién hacia zonas subcorticales provienen
de capas profundas de la corteza V y VI, y en particular, aquellas que proyectan al tdlamo, proceden

fundamentalmente de capa VI (Gabbott et al., 2005).

A pesar de la cercania anatémica y de que en muchos estudios no se ha hecho distincion entre
las diferentes partes de la CPFm, son incuestionables las diferencias entre los patrones de
conectividad de zonas mas dorsales (e.j. AC o PrL) y mds ventrales (IL) de la CPFm, salvo algunas
excepciones como las proyecciones a talamo y al cerebro anterior olfatorio que presentan

proyecciones similares.

Estas diferencias se reflejan en la distinta funcionalidad de ambas areas, siendo el area IL,
homoéloga a la CPFvm o Cg25 en humanos, a la que se le atribuyen funciones relacionadas con la
regulacién emocional y funciones visceromotoras, mientras que el drea PrL, homdloga a la CPFdl en

humanos, mas relacionada con procesos cognitivos.

Conectividad del area PrL: Recibe informacion relacionada con la orientacion espacial y el
reconocimiento de objetos de practicamente todas las modalidades sensoriales a través de fibras
procedentes de las areas asociativas auditivas, visuales y somatosensoriales de las cortezas orbital,
parietal, temporal y occipital y del area motora y premotora, con las que presenta una fuerte

conexion reciproca (Groenewegen & Uylings, 2000; Hoover & Vertes, 2007).

También recibe aferencias del complejo amigdalino basal que le proporciona informacion
sensorial. Asimismo, las fibras de talamo que inervan PrL reciben informacion procedente del tronco
del encéfalo y cerebelo estando relacionados con informacion somatosensorial (Groenewegen &
Uylings, 2000; Hoover & Vertes, 2007). Envia proyecciones a la parte dorsal de los ganglios basales,
gue estd mas relacionada con funciones cognitivas y motoras, y también inerva estructuras del tronco

encefalico (Gabbott et al., 2005; Groenewegen & Uylings, 2000).

Con respecto a los nucleos monoaminérgicos, el area PrL recibe fibras del LC, presenta una
densa conexidn reciproca con el ATV y también con el NRD (Gabbott et al., 2005; Hoover & Vertes,

2007; Vertes, 2004).

Conectividad del area IL: Al contrario que en el area PrL, las aferencias a IL provienen casi en su
totalidad de estructuras limbicas corticales y subcorticales. Aunque esta drea también recibe
entradas (o aferencias) de las cortezas de asociacién somatosensorial, visual, auditiva y el cortex

premotor, no son tan fuertes como en la Prl, situada mas dorsalmente. Mas densas son las
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conexiones reciprocas que presenta esta area con las cortezas asociativas olfatoria, gustativa y

visceral (Groenewegen & Uylings, 2000).

El area IL también recibe proyecciones directas desde estructuras limbicas como la amigdala
y también del hipocampo (Hoover & Vertes, 2007; Seo et al., 2016). Ademas, es el punto de partida
de fibras cortico-amigdalinas sobre todo desde la capa V (Gabbott et al., 2005). A su vez, proyecta a
la parte ventral de los ganglios basales, relacionada con estructuras limbicas (Groenewegen &
Uylings, 2000). Estd interconectada con los ndcleos monoaminérgicos NRD, ATV y LC y el hipotalamo

(Gabbott et al., 2005; Hoover & Vertes, 2007; Vertes, 2004).

Ademas de las conexiones propias de cada area, ambas partes de la CPFm (PrL e IL) estan
conectadas entre ellas controlando mutuamente su actividad. La zona mas ventral, IL, envia una
gran cantidad de fibras hacia PrL. Por su parte, PrL no proyecta tan densamente a IL (Hoover & Vertes,
2007). Se ha observado que la funcién que ejercen entre ellas es principalmente inhibitoria, por lo
gue existiria un control reciproco de tipo inhibidor entre el area afectiva y el area cognitiva de la
CPF (CPFvm y CPFdI, respectivamente) (Ji & Neugebauer, 2012; Saffari et al., 2016) de tal manera
que la activacion de una de las dos areas inhibe la actividad de las neuronas piramidales de la otra.
Esto explicaria como la hiperactivacion de la CPFvm (parte afectiva) en pacientes con TDM se
presenta al mismo tiempo que una hipoactivacion en la CPFdl junto con la correspondiente

disfuncién cognitiva (Ramirez-Mahaluf et al., 2015).
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Figura 11. Conectividad principal del area prelimbica (PrL) e infralimbica (IL) de la corteza prefrontal medial

(CPFm). Abreviaturas: Ctx: Cortex; Nucleos IL: Nucleos intralaminares; GB: Ganglios basales; LC: locus

coeruleus; NR: Nucleos del rafe; ATV: Area tegmental ventral

EL NUCLEO DEL RAFE DORSAL

Localizacion

Los NR se caracterizan por ser el origen de las fibras 5-HT, donde se encuentran los somas de
las neuronas que van a liberar este neurotransmisor en distintas partes del cerebro. Estas neuronas
se encuentran agrupadas en 9 nucleos o clusters a lo largo de la linea media del tronco del encéfalo
gue han sido denominados en direccion caudal a rostral como B1-B9. En concreto, el NRD es el de
mayor tamafio y representa los grupos B6 (en la parte mas caudal) y B7 (en la parte rostral) y esta

situado en la parte ventral de la sustancia negra periacueductal, entre el acueducto mesencefalico y
el fasciculo longitudinal medial.

Asi mismo, se distinguen 4 subdivisiones del NRD: |la parte mas dorsal del NRD (NRDd), bajo
esta se encuentra la zona ventral (NRDv), justo al lado de la primera se sitla el NRD lateral (NRDI) y,

por ultimo, debajo del NRDI y justo al lado del NRDv encontramos la zona ventro lateral (NRDvl)
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Figura 12. Subdivisiones del nucleo del rafe dorsal (NRD). Abreviaturas: NRDd: NRD dorsal; NRDdI: NRD dorso
lateral; NRDv: NRD ventral; NRDvl: NRD ventro lateral. Modificado de Paxinos & Watson 2005

Composicidn neuronal y conectividad del nucleo del rafe dorsal

Los NR son pequefios grupos de neuronas que constituyen un minimo porcentaje del total
celular del cerebro, sin embargo, sus densas proyecciones hacia todas las divisiones cerebrales
(Figura 13) hacen que influyan de manera integral en la actividad cerebral siendo de vital importancia

en multiples funciones como el ciclo suefio-vigilia, la respiracién, la regulacién emocional, la

inhibicidn del dolor, la agresividad, etc.

Figura 13. Proyecciones serotoninérgicas en cerebro humano (A) y cerebro de rata (B; Modificada de Vitalis
et al.,, 2013 ). Abreviaturas: CF: Cdrtex frontal; CP: Cdrtex parietal; CO: Cértex occipital; CPFm: Cértex
prefrontal medial; NAcc: Nucleo accumbens; NST: Nucleo del lecho de la estria terminal; HTM: Hipotdlamo;

Amg: Amigdala; HPC: Hipocampo; SN: Sustancia nigra; HB: Habénula; SGPA: Sustancia gris periacueductal; ATV:

37



Area tegmental ventral; LC: Locus coeruleus; OB: Corteza orbital; NR: Ntcleos del rafe; Cer: Cerebelo; mfb:

medial forebrain bundle (haz medial del prosencéfalo).

Ademas, el NRD recibe aferencias de multiples estructuras (Figura 14), siendo las mas densas
originarias de la parte anterior del neocortex, la amigdala extendida y central, la habénula lateral,
el hipotalamo, la substancia nigra, ATV, nucleo cerebelar y médula espinal (Weissbourd et al.,
2014), sin embargo, tal y como se explicard a continuacién, no todos las aferencias recibidas en el
NRD afectan de la misma manera a toda la estructura, teniendo como objetivo preferente un tipo

neuronal especifico y localizacién dentro del nucleo.
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Figura 14. Aferencias recibidas por el ntcleo del rafe dorsal (NRD). Las cortezas motora (CM), prelimbica
(PrL), cingulada (Cg), infralimbica (IL) y orbital (OB), junto con la habénula lateral (HbL), el nucleo
paraventricular del hipotalamo (HPV) y el cerebelo (Cer) envian proyecciones glutamatérgicas al NRD. Por otro
lado, la amigdala central (AmgC) y el nucleo del lecho de la estria terminal (NST) envian fibras GABAérgicas
hacia el NRD. Desde el hipotdlamo lateral (HTMI) se originan proyecciones tanto glutamatérgicas como
GABAérgicas hacia el NRD. Las proyecciones derivadas de las areas PrL/Cg y OB conectan preferentemente
con neuronas serotoninérgicas (5-HT) del NRD frente a las GABAérgicas, sin embargo, aquellas proyecciones

procedentes de la AmgCy el NST hacen sinapsis preferentemente con neuronas GABAérgicas del NRD.

A pesar de que el NRD se considerd inicialmente como un nucleo estrictamente serotoninérgico,
estudios posteriores han permitido identificar diversos tipos neuronales, como neuronas
serotoninérgicas, glutamatérgicas, GABAérgicas, peptidérgicas, etc. En la presente tesis se pondra el
foco en los dos tipos neuronales que representan el mayor porcentaje de las neuronas del NRD: las

neuronas 5-HT y las neuronas GABAérgicas.
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Neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe dorsal

Las neuronas 5-HT suponen aproximadamente un 70% de todas las células presentes en el
NRD, representando alrededor de un tercio de todas las neuronas 5-HT del cerebro (Hornung,
2010). A pesar de ello, la composicion celular de este nucleo es bastante heterogénea segin nos
muestran diversos estudios de los Ultimos afios (Huang et al., 2019; Okaty et al., 2015, 2020; Ren

et al.,, 2018).

Con respecto a su morfologia, tanto en humanos como en rata, las neuronas 5-HT pueden ser
multipolares, ovoidales, triangulares y fusiformes y su soma tiene un tamafio comprendido

entre los 15y 35 um (Baker et al., 1990; Harandi et al., 1987; Li et al., 2001).

En referencia a sus caracteristicas electrofisioldgicas, las neuronas 5-HT presentan un patrén
caracteristico de frecuencia de descarga lenta y regular que suele oscilar entre los 0.2-3.5
spikes/s (Figura 15) (Beck et al., 2004; Celada et al., 2001; Crawford et al., 2010; Wang & Aghajani,
1977), un periodo post-hiperpolarizacién (afterhyperpolarization; AHP) prolongado (= 300 ms;
Beck et al., 2004; Crawford et al., 2010) y un potencial de accién (action potential; AP) de unos =

2 ms de duracion (Beck et al., 2004; Shikanai et al., 2012).
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Figura 15. Actividad regular de neurona serotoninérgica (5-HT) del ntcleo del rafe dorsal (NRD). A.
Registro de neurona 5-HT, obtenido en nuestro laboratorio, con su caracteristica descarga lenta y regular

B. Histograma (bins de 10s de duracidn) de la actividad de una neurona 5-HT del NRD durante 120s.

Con relacion a su conectividad, una gran proporcidon de las aferencias recibidas por las
neuronas 5-HT del NRD son derivados de la propia conectividad local, siendo el origen otras
neuronas 5-HT (Weissbourd et al., 2014). Asi mismo, reciben aferencias glutamatérgicas

procedentes de la corteza motora, orbital, insular y la CPFm, donde parece que hay una
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sSampling Bins

diferencia entre las distintas subdivisiones de esta drea; mientras que la parte dorsal de la CPFm
(PrLy AC) envian proyecciones con una clara preferencia hacia las neuronas 5-HT del NRD frente
a las GABAérgicas, las fibras procedentes de la corteza IL de la CPFm no muestran tal preferencia
en sus conexiones con el NRD (Figura 16) (Weissbourd et al., 2014). También recibe proyecciones
glutamatérgicas de la habénula lateral, el nicleo cerebelar, el hipotalamo lateral (desde donde
también reciben proyecciones de orexina y GABAérgicas) y el nucleo hipotalamico
paraventricular, desde el cual también reciben inputs peptidérgicos (Morrison et al., 2012;

Weissbourd et al., 2014).
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Figura 16. Proyecciones de la corteza prefrontal medial (CPFm) hacia el nicleo del rafe dorsal (NRD). A.
Neuronas de la CPFm de rata que proyectan hacia el NRD (Adaptada de Gabbott et al., 2005) B. Proporcion
de aferencias recibidas en el NRD desde las areas prelimbica y cingulada (PrL y Cg, respectivamente) y
desde el area infralimbica (Infra) en ratdn. Neuronas 5-HT en circulos morados y neuronas GABAérgicas
en cuadrados rosas. Notese la preferencia de proyecciones dirigidas a neuronas 5-HT en las areas PrL/Cg,
mientras que el area IL proyecta ambos tipos neuronales de forma similar. C. Neuronas glutamatérgicas
de la CPFm que proyectan a neuronas 5-HT del NRD. D. Neuronas glutamatérgicas de la CPFm que

proyectan a neuronas GABAérgicas del NRD. B, C Y D modificadas de Weissbourd et al., 2014.

A nivel neuroquimico, muchas neuronas 5-HT co-liberan otros neurotransmisores como
glutamato, GABA, DA, éxido nitrico y diversos péptidos (Fu et al., 2010). Asi, varios autores
distinguen entre diversos tipos de neuronas 5-HT, cada una con propiedades moleculares
distintas y diferentes localizaciones dentro del propio NRD. Okaty y colaboradores llegan a

describir hasta 14 tipos distintos de neuronas 5-HT (Okaty et al., 2020), mientras que Huang y

40



colaboradores destacan sdélo 5 tipos (Huang et al., 2019). En la presente tesis se describirdn unas

categorias mas generales de la tipologia de neuronas 5-HT (Commons, 2020) (Figura 17B).

Asi, se describen 4 categorias de neuronas 5-HT en la parte rostral del NRD. Por un lado, se
encuentran aquellas neuronas 5-HT que presentan mayor numero de marcadores de
neurotransmision GABA que de glutamato, a estas, Commons las denomina “neuronas 5-HT
menos Vglut3” y corresponden con los grupos 2, 3 y 4 de Okaty y colaboradores. Del mismo
modo, estan aquellas que presentan mas marcadores de neurotransmisién de glutamato que de
GABA, las cuales serian “neuronas 5-HT mds Vglut3”, representando los grupos 9, 10 y 11 de
Okaty. Por otra parte, hay un grupo de neuronas 5-HT que se encuentran a medio camino entre
las primeras y las segundas a las que se les denomina “transicionales” (grupos 5y 6 de Okaty),
asi como un ultimo grupo de neuronas “dispersas” (Grupo 1 de Okaty), a las que se les ha dado
tal nombre por no pertenecer a una subdivisidon concreta del NRD, sino que son unas pocas

neuronas que parecen estar “dispersas” por el nucleo.

Anatémicamente, cada uno de estos grupos presenta una localizacién caracteristica. Las
neuronas 5-HT menos Vglut3 se situan lateral, dorsal y rostralmente y proyectan
mayoritariamente a areas subcorticales (Muzerelle et al., 2016). Las neuronas de la parte lateral
conectan mas con areas relacionadas con lo sensorial mientras que la parte rostral del NRD

proyecta preferentemente al cerebro anterior limbico ventral (Muzerelle et al., 2016).

Por el contrario, las neuronas 5-HT mds Vglut3 se sitlan ventralmente en la zona medial a
nivel rostro-caudal y se consideran el origen fundamental de la 5-HT que llega a corteza (Prouty

etal.,, 2017; Ren et al., 2018).

Por su parte, las neuronas transicionales comparten caracteristicas de ambos tipos anteriores

de neuronas y tienen una posicidon mas rostral que caudal en el NRD (Okaty et al., 2020).

Poniendo el foco en la zona caudal del NRD también encontramos un grupo de neuronas con
caracteristicas muy similares a aquellas situadas en el nucleo del rafe medial (NRM) que
Commons cataloga como “neuronas tipo NRM” y corresponderian a los grupos 7 y 8 de Okaty,
de las cuales se especula que pueden contribuir a la liberacién de 5-HT en el sistema
septohipocampal y estructuras corticales (Commons, 2020). Justo en el polo caudal del NRD
encontramos las neuronas 5-HT que expresan el receptor tirosina quinasa Met, denominadas

“neuronas Met-5-HT”, que corresponden al grupo 12 de Okaty y colaboradores, las cuales son las

41



gue presentan mayores diferencias con respecto a los otros grupos de neuronas 5-HT siendo

estos bastante similares entre ellos (Okaty et al., 2020)( Ver figura 17A).

En la zona medial del NRD, justo entre las neuronas que se sitlan en la parte mas dorsal y
mas ventral del NRD se localizan las neuronas 5-HT que expresan el receptor neurokinina 1 (NK1)
(neuronas NK1-Vglut3 o grupo 13 de Okaty) que parecen estar involucradas en el procesamiento
de larecompensa (Qi et al., 2014). Esta zona del NRD envia proyecciones glutamatérgicas al ATV
(Qi et al., 2014) y recibe aferencias del nucleo tegmental rostromedial (Sego et al., 2014). A su
vez, parecen tener un papel especifico coordinando la actividad 5-HT (Soiza-Reilly & Commons,

2011).

Por ultimo, se puede distinguir un grupo neuronal que Commons cataloga como “atipicas”,
correspondiente al grupo 14 de Okaty de las que actualmente no existe mucha informacién, salvo
gue son mas parecidas a las neuronas NK1-Vglut3 y que su neurotransmision serotoninérgica es

variable y posiblemente baja.
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Figura 17. Grupos de neuronas serotoninérgicas (5-HT) del nucleo del rafe dorsal (NRD). A. Visualizacion
UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) de la similitud en la estructura transcriptémica
de los diferentes grupos de neuronas 5-HT. Notese la diferencia del grupo 12 (neuronas 5-HT que expresan
el receptor tirosina quinasa Met (Met 5-HT)) con respecto a los demas. B. Localizacién de los distintos

grupos de neuronas 5-HT en el NRD. Modificado de Okaty et al., 2020
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Neuronas GABAérgicas del nucleo del rafe dorsal

El segundo grupo celular mas representativo en el NRD después de las neuronas 5-HT son las
neuronas GABAérgicas, que comprenden sobre un 25% del total celular de este nucleo (Johnson,
1994). Suelen ser de menor tamano que las neuronas 5-HT (Harandi et al., 1987; Johnson, 1994;
Li et al., 2001) y, en contraposicidon a estas que se localizan en grupos o clusters, las neuronas

GABAérgicas se distribuyen ampliamente a lo largo del NRD.

A nivel electrofisioldgico, presentan una frecuencia de descarga mas elevada que las
neuronas 5-HT (Allers & Sharp, 2003; Shikanai et al., 2012), un AP de menor duracién (= 1ms;
Allers & Sharp, 2003), asi como un AHP también de menor duracién que las neuronas 5-HT
(Herndndez-Vézquez et al.,, 2019). Estas diferencias permiten distinguir entre ambos tipos

neuronales.

Con respecto a su localizacidon en el NRD, las neuronas GABAérgicas estdn situadas en una
posicién mucho mds caudal que rostral y se observan mayoritariamente en las alas laterales del

NRD (Bang & Commons, 2012a; Calizo et al., 2011).

En cuanto a su conectividad, las neuronas GABAérgicas del NRD reciben aferencias
glutamatérgicas, GABAérgicas y peptidérgicas de multiples areas cerebrales. Por una parte, la
principal fuente de aferencias GABAérgicas dirigidas a las interneuronas GABAérgicas del NRD
provienen de la amigdala central y la estria terminalis, aunque también reciben fibras
GABAérgicas desde el hipotalamo lateral (Weissbourd et al., 2014). Por otro lado, estas
interneuronas reciben aferencias glutamatérgicas de la corteza cerebral, el cerebelo y la
habénula lateral, asi como del hipotdlamo desde donde también reciben aferencias

peptidérgicas (Weissbourd et al., 2014).

A pesar de que la mayoria de las neuronas GABAérgicas del NRD establecen conexiones
locales con las neuronas proximas (neuronas 5-HT mayoritariamente), algunas de ellas proyectan
a estructuras cerebrales lejanas al NRD como el niicleo accumbens, el hipotalamo lateral y la
CPF (Bang & Commons, 2012a). Las neuronas GABAérgicas del NRD que proyectan a la CPF en
concreto, se localizan en el fasciculo longitudinal medial, en la parte media de la zona rostral del
NRD, mientras que aquellas que realizan conexiones con el hipotalamo lateral se encuentran en

partes mas caudales del NRD (Bang & Commons, 2012a).
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Neurotransmision en el nucleo del rafe dorsal

Antes del desarrollo de las técnicas mds actuales como la fluorescencia inducida por formaldehido,
gue permiten una precisa caracterizacion neuroquimica, se consideraba al NRD un nucleo puramente
serotoninérgico. Sin embargo, a lo largo de las ultimas décadas se han observado mas de 10 tipos de
neurotransmisores en el NRD (Steinbusch et al., 2021) como glutamato, GABA (los cuales se han
descrito anteriormente en el apartado 2.4 junto con sus receptores, que estdn también presentes en
el NRD) y éxido nitrico, siendo neuronas 5-HT entre un 60-77% de las neuronas que lo expresan en

el NRD (Wotherspoon et al., 1994).

Por otra parte, el NRD es rico en neuropéptidos como el neuropéptido Y (NPY) (de Quidt & Emson,
1986), sustancia P (Hokfelt et al., 1978), galanina, la cual es coexpresada con la 5-HT en un 40%
aproximadamente de las neuronas del NRD (Sharkey et al., 2008), encefalina (enkephalin;
ENK)(Glazer et al., 1981), el factor de liberacién de corticotropina (corticotropin-releasing factor;
CRF), siendo neuronas 5-HT el 96% de todas las que expresan CRF en el NRD (Commons et al., 2003)
y la orexina (o hipocretina), la cual tiene un efecto excitador en las neuronas 5-HT (Ishibashi et al.,
2016; Soffin et al., 2004; Wang et al., 2005) y su accidn sobre ellas parece estar relacionada con el

suefio REM y estados de cataplexia (Seifinejad et al., 2020).

Asimismo, diferentes monoaminas estdn presentes en el NRD, entre ellas la DA; las neuronas 5-HT
del NRD presentan receptores de D2 dopaminérgicos, los cuales son responsables del efecto excitador
de la DA en las neuronas 5-HT del NRD (Ferré & Artigas, 2006). También podemos encontrar en el
NRD adrenalina, NA, histamina y acetilcolina, aunque sin duda el principal neurotransmisor

monoaminérgico en el NRD es la 5-HT.

La 5-HT puede ser sintetizada en los intestinos o en los nucleos del rafe del cerebro. Aunque el 90%
de la 5-HT de todo el organismo se encuentra fuera del SNC (células enterocromafines, plaquetas,
endotelio pulmonar, etc.) esta no es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica por lo que toda
la 5-HT existente en el SNC se sintetiza a través del triptéfano y la triptéfano hidroxilasa en los NR,
desde donde se libera al resto del cerebro a través de los axones procedentes de las neuronas 5-HT

y activa los distintos receptores de 5-HT.

Podemos distinguir 14 tipos distintos de 5-HT-R agrupados en 7 familias (5-HT1.7-R); 13 de ellos

son receptores metabotrdpicos, unidos a distintos subtipos de proteina G (Ver Tabla 1). Tan solo el
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5-HT3-R es ionotrdpico, siendo el Unico receptor de este tipo de todos los receptores

monoaminérgicos.

RECEPTOR TIPO FUNCION
Metabotropico Tonotropico | Inhibitorio | Excitatorio
Proteina G;/G, Proteina G,/G,, Proteina G,
5-HT;o A A
5-HTyg A A
5-HTp A A
5HTe A A
5-HT,¢ A A
5-HT,0 A A
5-HT,5 A A
5-HT,e A A
5-HT, A A
5-HT, A A
5-HTga A A
5-HTgg A A
5-HT, A A
5-HT, A A

Tabla 1. Receptores serotoninérgicos. Tipos, acoplamiento a proteinas G y funcién

En el NRD las neuronas 5-HT expresan una gran densidad de 5-HT1a-R, acoplados a proteinas
Gj, que actuan como autoreceptores, inhibiendo la actividad neuronal de las propias neuronas 5-HT.
Por otra parte, una menor proporcion de neuronas 5-HT también expresan el 5-HT1p-R y 5-HTsg-R y

un minimo porcentaje de estas neuronas contienen los 5-HT2c-R y 5-HTsa-R.

Con respecto al receptor 5-HT2s-R, se encuentran discrepancias segun la especie en la que se
estudie su expresion en el NRD; por un lado, estudios en rata muestran que el 5-HT2s-R se localiza en
neuronas GABAérgicas, a través de las cuales ejerce un control inhibitorio indirecto de las neuronas
5-HT que inervan la CPFm (Cathala et al., 2019), sin embargo, los estudios en ratén localizan el 5-
HT2s-R en neuronas 5-HT del NRD (Diaz et al., 2012), donde ejercen directamente un control positivo

en la actividad de las neuronas 5-HT (Belmer et al., 2018; Launay et al., 2006).

Por otra parte, tanto las neuronas GABAérgicas como las neuronas glutamatérgicas del NRD
expresan ampliamente el 5-HT2c-R, acoplado a proteinas Ggq, aunque también muestran expresion en

menor medida de los 5-HT1a-R, 5-HT1s-R, 5-HTsa-R y 5-HT7-R (Huang et al., 2019).

Asimismo, las neuronas peptidérgicas del NRD muestran expresidon del 5-HTxc-R, 5-HTsg-RYy,

muy ligeramente, del 5-HT1g-R (Huang et al., 2019).
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Por ultimo, los macréfagos en el NRD se caracterizan por la expresion del 5-HT1g-R y las células

ependimarias presentan expresion del 5-HTsg-R (Huang et al., 2019).

~ Peptidergic Neurons | - ° - -
 Serotonergic Neurons |@ ©
 Ependymal Cells | .
I ©
- Smooth Muscle Cells|__- -
Fraction Average & 2 2 § 8 8 8 &
Expressing Expression = & & & & & & T
2 el o e o e
00 @

0 03 050 1 2 3

Figura 18. Expresion de receptores serotoninérgicos en los distintos tipos celulares del nucleo dorsal del

rafe. (Huang et al., 2019)

CONECTIVIDAD ENTRE LA
CPFm Y ELNRD

Al igual que otras dareas corticales, la CPF recibe densas aferencias 5-HT procedentes
principalmente del NRD (McQuade & Sharp, 1997). Sin embargo, a diferencia del resto de estructuras
corticales, la CPF también envia una gran cantidad de fibras descendentes directamente hacia el NRD,
formadas por los axones de las neuronas piramidales de capa V (Gabbott et al., 2005; Gongalves et
al., 2009; Hoover & Vertes, 2007; Vertes, 2004; Weissbourd et al., 2014). Al igual que con otras
estructuras corticales y subcorticales, la CPF ejerce un control jerarquico (top-down) sobre la

actividad del NRD, tal y como se ha mencionado en el apartado 2.5.

En razon de esta conectividad reciproca, la CPFm presenta una alta expresion de 5-HT-R,

especialmente de los 5-HT1a-R (funcién inhibitoria) y 5-HT2a-R (funcidn excitatoria) presentes tanto
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en neuronas piramidales como en neuronas GABAérgicas (Santana et al., 2004). Curiosamente, se ha
observado una coexpresion de = 80% de ambos 5-HT-R en la mayoria de las subdivisiones de la CPF
(Amargds-Bosch et al., 2004), por lo que la 5-HT podria inhibir las neuronas de la CPF a través del 5-
HT1a-R y también provocar el efecto opuesto estimulando las neuronas de la CPF mediante el 5-HT2a-
R. De esta manera, diversos estudios funcionales demuestran mediante observaciones
electrofisiologicas in vivo, que la 5-HT endogena puede modificar la actividad de neuronas de la
CPFm a través de estos receptores (Puig et al., 2003, 2005) asi como modular la actividad oscilatoria

de la CPF (Celada et al., 2013; Puig & Gulledge, 2011).

Por otra parte, los 5-HT3-R de caracter ionotrdpico, estan expresados por un alto porcentaje de
interneuronas GABA de capas superiores de la CPF (I-1ll) que controlan las entradas excitatorias -
posiblemente de origen taldmico- a los penachos de las dendritas apicales de neuronas piramidales
de capas profundas (Puig et al., 2004). La activacién de dichos receptores tras la estimulaciéon del NRD
induce un marcado aumento de actividad de las interneuronas GABAérgicas que los expresan (Puig
et al., 2004). En cambio, su bloqueo mediante antagonistas aumenta la frecuencia de descarga de las

neuronas piramidales de capa V que proyectan al mesencéfalo (NRD y ATV) (Riga et al., 2017).

Otros 5-HT-R, como el 5-HT4-R y el 5-HT7-R también se expresan en la CPF, aunque en menor
densidad que los mencionados anteriormente. La sobre-expresién de 5-HTs-R mediante vectores
virales ejerce un feed-back positivo sobre la actividad del NRD (Lucas et al., 2005) y se han propuesto
agonistas 5-HT4-R como antidepresivos de accion rapida en roedores (Lucas et al., 2007), aunque

nunca se han llegado a desarrollar para su uso humano.

Los estudios mencionados anteriormente no han hecho distincion entre las diferentes
subdivisiones de la CPFm. A este respecto, es destacable la diferencia que presenta la zona IL de la
CPFm en comparacion con zonas mas dorsales (PrL y Cg) en cuanto a la cantidad de 5-HT2a-R
expresado, siendo esta bastante menor en IL que en PrL. Asi pues, la proporcion 5-HT1a-R/5-HT2a-R
en PrL es de 1,2 mientras que en IL es de 3,33 (Santana & Artigas, 2017b) (Ver figura 10A2 y A3),

datos que sugieren que la 5-HT puede tener una mayor accidén inhibitoria en IL que en PrL.

De la misma manera, estudios electrofisiolégicos también demuestran el control que ejerce la
CPFm sobre las neuronas 5-HT del NRD produciendo principalmente una respuesta inhibitoria en esta

estructura (Hajos et al., Neuroscience 1998; Celada et al., 2001; Srejic et al., 2015, 2016). En relacién
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con ello, se han visto diferencias entre ambas areas de la CPFm (PrL e IL) en su relacién con el NRD.
Por una parte, se ha observado un aumento en la liberacion de serotonina en IL de rata al
incrementar de manera aguda la neurotransmisién mediada por el receptor AMPA a través de su
activacion directa mediante S-AMPA vy del bloqueo del transportador de glutamato astroglial GLT-
1, lo que a su vez da lugar a un efecto antidepresivo (Gasull-Camos et al., 2017). Sorprendentemente,
no se vio ningun efecto -neuroquimico o comportamental- cuando la activacion pro S-AMPA o el

bloqueo de GLT-1 se realizaron en PrL.

Contrariamente, un aumento sostenido de la actividad glutamatérgica en la corteza IL
utilizando ratones knock-down para la expresion de los transportadores de glutamato astrogliales
GLAST y GLT-1 mediante ARN de interferencia (small interfering RNA; siRNA) (Fullana et al., 2019a)
induce un fenotipo depresivo, revertido por citalopram y KET (Fullana et al., 2019b). Este fenotipo
comportamental iba acompafiado de una funcién 5-HT disminuida y una reduccion en la expresién
de BDNF hipocampal. De nuevo, la misma accion en PrL tiene consecuencias diferentes puesto que
la aplicacion del siRNA en PrL, a pesar de reducir la expresion de GLAST y GLT-1 como en IL, no indujo

el fenotipo depresivo ni redujo la funcién 5-HT (Fullana et al., 2019b).

En conclusién, la evidencia nos indica la existencia de marcadas diferencias entre la parte dorsal
y ventral de la CPFm en lo referente a su control sobre el NRD y también aporta indicios de que esta
estructura limbica (NRD) ejerce una accién diferencial en PrL y en IL, sin embargo, pese a los
indicativos existentes, sigue siendo de vital importancia el estudio en profundidad de esta
conectividad CPFm-NRD vy viceversa para tener una vision mas detallada de su funcionamiento y
asi poder contribuir a la mejora de tratamientos antidepresivos, dada la gran importancia de este

circuito en el TDM.
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Figura 19. Representacidn esquematica de la relacién entre la corteza prefrontal medial y el nucleo del rafe

dorsal incluyendo los receptores mds influyentes. Adaptada de Celada et al., 2013.
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HIPOTESIS

La presente tesis ha sido realizada bajo la hipdtesis de que la estimulacion del NRD puede
modular la actividad de las neuronas piramidales de las cortezas PrL e IL de manera diferencial
debido a la distinta expresion de receptores inhibitorios (5-HT1a-R) y excitatorios (5-HT2a-R) en ambas

areas.

Asimismo, dada la diferente contribuciéon de PrL e IL en el comportamiento depresivo en
roedores, y a pesar de la existencia de proyecciones directas al NRD en ambas subdivisiones de la
CPFm, PrL e IL pueden ejercer un control diferente sobre la actividad de las neuronas 5-HT,
posiblemente debido a diferencias en las neuronas diana de estas proyecciones (neuronas 5-HT y

neuronas GABAérgicas dentro del NRD).

OBJETIVO 1

Estudiar las respuestas de las neuronas piramidales de capa V en las cortezas PrL e IL a la
estimulaciéon eléctrica del NRD a una frecuencia fisiolégica (0.9Hz), asi como identificar los

mecanismos involucrados en las respuestas originadas en cada area.

OBIJETIVO 2

Estudiar los efectos de la estimulacidn eléctrica y optogenética de las cortezas PrL e IL sobre la
actividad de neuronas 5-HT del NRD y en la liberacion de 5-HT en el NRD, no solo a baja frecuencia
(0.9 Hz), sino también a frecuencias mas altas (10 Hz y 20 Hz), representativas de la actividad fasica
de la CPFm, asi como caracterizar las posibles diferencias rata-raton del control GABAérgico en el

NRD.
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The infralimbic (IL) cortex is the rodent equivalent of human ventral anterior cingulate cortex (VACC), which plays a key role in
the pathophysiology and treatment of major depressive disorder (MDD). The modulation of glutamatergic neurotransmission in IL
[but not in the adjacent prelimbic (PrL) cortex] evokes antidepressant-like or depressive-like behaviors, associated with changes in
serotonin (5-HT) function, highlighting the relevance of glutamate/serotonin interactions in IL for emotional control. 5-HT modulates
neuronal activity in PrL and cingulate (Cg) cortex but its effects in IL are largely unknown. We therefore compared the in vivo effects
of 5-HT on pyramidal neuron activity in IL (n =61) and PrL (n =50) of anesthetized rats. IL pyramidal neurons were more responsive
to physiological dorsal raphe stimulation (0.9 Hz) than PrL neurons (84% vs. 64%, respectively) and were inhibited to a greater extent
(64% vs. 36%, respectively). Orthodromic activations (8% in PrL) were absent in IL, whereas biphasic responses were similar (20%)
in both areas. Excitations were mediated by 5-HT»4-R activation, whereas inhibitions involved 3 different components: 5-HT14-R, 5-
HTs-R and GABA,-R, respectively. The remarkable inhibitory action of 5-HT in IL suggests that 5-HT-enhancing drugs may exert their
antidepressant action by normalizing a glutamatergic hyperactivity in the vACC of MDD patients.

Key words: 5-hydroxytryptamine (serotonin); 5-hydroxytryptamine receptors; infralimbic cortex; major depressive disorder; pyramidal

neurons.

Introduction

The prefrontal cortex (PFC) is deeply involved in higher
brain functions, many of which are altered in psychiatric
conditions. Lateral areas, particularly the dorsolateral
PFC (e.g., Brodmann area 46), play a central role in
cognitive processes, whereas orbital and ventromedial
regions are engaged—but not only—in emotional and
behavioral control. In particular, the ventral anterior
Cg cortex, VACC, (also referred to as ventromedial PFC,
subgenual or subcallosal anterior Cg cortex) plays a key
role in emotional regulation (Groenewegen and Uylings
2000; Miller and Cohen 2001; Fuster 2008; Roy et al. 2012;
Delgado et al. 2016; Hiser and Koenigs 2018; Alexander
et al. 2019; Andrewes and Jenkins 2019). The vACCand
particularly Bordmann area 25, Cg25, is a key cortical
area in the pathophysiology of mood and anxiety disor-
ders (Burgos-Robles et al. 2007; Milad et al. 2007; Koenigs
and Grafman 2009; Peters et al. 2010; Myers-Schulz and
Koenigs 2012; Alexander et al. 2019) due to—among

others—its connectivity and top-down control of
limbic (e.g., amygdala) hypothalamic and reward-linked
structures, such as the ventral striatum and the ventral
tegmental area (Groenewegen and Uylings 2000; Maren
and Quirk 2004; Blair 2007; Sierra-Mercado et al. 2011;
Hiser and Koenigs 2018; Andrewes and Jenkins 2019;
Lingawi et al. 2019).

There is a growing interest in the VACC as a regional
target for antidepressant action due to its hyperactivity
in treatment-resistant patients with major depressive
disorder (MDD) (Seminowicz et al. 2004; Mayberg et al.
2005; Drevets et al. 2008), and the observation that deep
brain stimulation (DBS) of Cg25 evokes an immediate
clinical improvement (Mayberg et al. 2005; Puigdemont
et al. 2012). However, a large multicentric trial did not
find statistical differences between treatment and con-
trol groups (Holtzheimr et al. 2017). More recently, a
functional magnetic resonance imaging study revealed
a higher task-based activation of vACC in MDD patients
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versus controls, an alteration that normalized after treat-
ment with the fast-acting antidepressant drug ketamine
(Morris et al. 2020).

In the rat, the PFC contains 4 main regions, medial,
lateral, ventral, and orbital, each containing several
subdivisions that may vary according to differentauthors
(Uylings et al. 2003; Dalley et al. 2004; Swanson 2004; Pax-
inos and Watson 2005; Fuster 2008; Herculano-Houzel
et al. 2013). The medial PFC (mPFC) is a key cortical
area in psychiatric research: its function is altered in
animal models of mental disorders, and it contains
the monoamine receptors and transporters targeted
by antidepressant and antipsychotic drugs. The Cg,
prelimbic (PrL), and infralimbic (IL) subdivisions of
mPFC play distinct roles in the processing of cognitive,
emotional, and behavioral information. In particular, the
IL cortex is considered as the rodent equivalent of the
primate and human vACC, particularly Brodmann area
25, in terms of connectivity and function (Heilbronner
et al. 2016; Alexander et al. 2019). Hence, both the
primate/human vACC and the rodent IL play an essential
role in fear extinction (Milad and Quirk 2002; Milad et al.
2005, 2007; Izquierdo et al. 2006; Burgos-Robles et al.
2007; Nieuwenhuis and Takashima 2011; Lingawi et al.
2019)

The rodent IL is also involved in antidepressant-like
actions. The optogenetic stimulation of IL induced imme-
diate and long-lasting antidepressant effects in rats, sim-
ilar to those evoked by ketamine (Fuchikami et al. 2015).
Further, the local application of the selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRI) citalopram or ketamine in rat
IL mimicked the effects of their systemic administration
(Fuchikami et al. 2015; Gasull-Caméds et al. 2018).
Moreover, an acute increase of a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor (AMPA-R)-
mediated neurotransmission in rat IL induced by the
transient blockade of the glial glutamate transporter
GLT-1 induced robust antidepressant-like effects and
markedly enhanced 5-HT release in IL (Gasull-Camods
et al. 2017). Remarkably, neither effect occurred after
GLT-1 blockade in PrL (Gasull-Camos et al. 2017).

Conversely, a sustained glutamatergic hyperactivity
in mouse IL after knocking down the expression of the
astroglial glutamate transporters Glutamate-Aspartate
Transporter (GLAST) and Glutamate Transporter-1 (GLT-
1) with small interfering RNA (siRNA) (Fullana et al.
2019) induced a robust depressive-like phenotype,
reversed by citalopram and ketamine (Fullana et al.
2019). This behavioral phenotype was accompanied by a
reduced serotonergic function and reduced hippocampal
BDNF expression. Remarkably, siRNA application in PrL
reduced GLAST and GLT-1 expression as in IL, but did not
induce a depressive-like phenotype nor reduced 5-HT
function (Fullana et al. 2019).

Overall, these observations support a key role of the
glutamate/5-HT interplay in IL (but not PrL) in emo-
tional regulation. Given the involvement of 5-HT in MDD

Elena Lopez-Terrones etal. | 3001

pathophysiology and treatment, and its control of neu-
ronal activity in PFC (Puig et al. 2005, Celada et al.
2013), we conducted the present study in rats, to gain
insight on the control of pyramidal neuron activity in IL,
also examining regional differences (IL vs. PrL) that may
partly account for the preferential role of IL in depressive-
like behaviors and in antidepressant treatment.

Materials and methods

Animals

Male albino Wistar rats weighting 250-300 g were used
(Charles River, France). They were kept in a controlled
environment (12 h light: 12 h dark cycle and 22 +£2°C
room temperature), with food and water provided ad
libitum. The experiments were conducted in accordance
with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, Animals (Scientific Procedure) Act 1986 and fol-
lowing the ARRIVE guideline (Kilkenny et al. 2010) during
the awake phase. Animal care followed European Union
regulations (directive 2010/63 of 22 September 2010) and
was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committees. Stereotaxic coordinates (in mm) were taken
from bregma and dura mater according to the rat atlas
of Paxinos and Watson (2005).

Drugs

WAY-100635 maleate (5-HT14-R antagonist), ondansetron
(OND; 5-HT3-R antagonist), picrotoxinin (PIC; gamma-
amino butyric acid (A) receptor (GABA4-R) antagonist),
and M100907 (5-HT»4-R antagonist) were from Sigma/RBI
(Natick, MA). The SSRI citalopram hydrobromide was
from Tocris. Doses are expressed as free bases. WAY-
100635 maleate and ondansetron were dissolved in
saline. M100907 was dissolved in saline containing a
drop of acetic acid, and the solution was bought to pH 7.0
with sodium bicarbonate. WAY-100635, ondansetron, and
M100907 were stored at —20°C until use. Picrotoxinin
was dissolved in 10% DMSO and prepared on the day of
experiments. Drugs were injected intravenously (i.v.) at
the volume of 1 mL/kg.

Electrophysiology
Single unit extracellular recordings of mPFC pyramidal
neurons were performed with a glass micropipette
filled by Pontamine Sky Blue as described in previous
studies from the group (Puig et al. 2005; Kargieman
et al. 2007; Riga et al. 2016). Rats were anesthetized
with intraperitoneal administration of chloral hydrate
(induction: 400 mg/kg; maintenance: 50-70 mg/kg/h
using a perfusion pump) and fixed in a David Kopf
stereotaxic frame. Body temperature was maintained
at 37°C throughout the experiment with a heating pad.
Two stimulation bipolar electrodes were stereo-
taxically implanted in dorsal raphe (DR; AP: -7.8,
L: —3.1 with a lateral angle of 30°, DV} —6.5) and
ventral tegmental area (VTA; AP: —5.8, L: —0.4 DV: —8)
(coordinates in mm, taken from bregma and durameter;
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Paxinos and Watson 2005). Layer V pyramidal neurons
from PrL and IL were identified by antidromic stimulation
from both projection areas (DR and/or VTA) followed by
the collision test (Fuller and Schlag 1976). Both stim-
ulation sites identify a population of layer V pyramidal
neurons projecting to midbrain (Gabbott et al. 2005), with
a large percentage of neurons (50-60%) projecting to both
monoaminergic nuclei, as assessed by track-tracing and
electrophysiological methods (Vazquez-Borsetti et al.
2009, 2011). DR and VTA were stimulated at 0.5-2.0 mA,
0.2 ms square pulses, 0.9 Hz, as previously reported (Puig
et al. 2005; Kargieman et al. 2007). The mean intensity
value used in PrL and IL recordings was not statistically
different (PrL: 1.04+0.06 mA, n =50; IL: 1.13+0.06 mA,
n =61; ns. Student’s t-test). Neurons not responding
to antidromic activation or without spontaneous firing
activity were not considered.

Descents in mPFC were carried out at AP +3.4 to +3.2,
L: —0.5 to —1.0. DV coordinates of all recorded neurons
were used to identify their location in PrL (DV: —1.2 to
—3)and IL (DV: —3.2 to —4.5) subdivisions of the mPFC. To
avoid systemically recording IL neurons after PrL neurons
along DV descents, recordings were randomly started
in PrL or IL to further proceed with the other subdivi-
sion. Once a spontaneously active pyramidal neuron was
identified, its discharge was recorded for at least 5 min
(basal activity). Then, the DR was stimulated for 5 min
in order to record the response of the recorded neuron to
endogenous 5-HT. Once the recording was completed, the
glass electrode was descended until a new spontaneously
active neuron was detected and recorded, as described.
Typically, 1-3 tracks at different AP coordinates were
performed during a 4-5 h recording session.

Pharmacological characterization of DR-induced
responses in pyramidal neurons

We performed a pharmacological characterization of
inhibitory and excitatory responses induced by DR
stimulation in groups of PrL and IL layer V pyramidal
neurons. The neurons recorded in these experiments
were not used to calculate the proportions of neu-
ronal response (i.e., excitations, inhibitions or biphasic
responses) evoked by DR stimulation. The involvement
of 5-HTi4-R in DR-mediated inhibitory responses was
characterized using the selective 5-HT1a-R antagonist
WAY-100635. After recording inhibitory effects of DR
stimulation on pyramidal neuron activity during 5 min,
WAY-100635 (100 pg/kg i.v.) was administrated and the
recording was kept for at least 10 more min. We also
examined the potential contribution of 2 additional
components to DR-mediated inhibitions, mediated by
5-HT3-R and GABA,-R activation. The involvement of
5-HT3-R was suggested by their selective expression
by GABA interneurons in upper layers of mPFC, which
were markedly activated by DR stimulation (Puig et al.
2004), and by the enhancement of pyramidal neuron
activity induced after 5-HT3-R blockade (Riga et al.
2016). Reversal of this putative component of inhibitions

was attempted with the selective 5-HT3-R antagonist
ondansetron (OND, 1.28 mg/kg i.v.)). On the other hand,
the presence of a short-latency component of inhibitions
(often preceding the antidromic potential; see below)
involving a direct DR-mPFC GABA pathway (Puig et al.
2005; Bang and Commons 2012) was characterized using
the GABA4-R antagonist picrotoxinin (PIC, 2.5 mg/kgi.v.).
In both cases, experiments were conducted as for WAY-
100635.

On the other hand, the involvement of 5-HT;x-R
in orthodromic activations or biphasic responses was
assessed using the 5-HT;5-R antagonist M100907. After
recording pure orthodromic excitations or biphasic
responses during 5 min, M100907 (300 ng/kg iv) was
administered, and the recording was kept for at least
more 10 min. The effect of the SSRI citalopram on the
magnitude of DR-evoked inhibitions was examined in
pilot experiments.

After completion of experimental procedures, rats
were euthanized by an anesthetic overdose. Brains were
removed, frozen on dry ice and kept at —80°C before
being cutinto coronal sections (50 um) with a cryostat in
order to verify the recording and stimulation sites using
Neutral Red staining.

Data and statistical analysis

The responses in mPFC pyramidal neurons evoked by
DR stimulation were characterized by measuring the
magnitude and duration of inhibitory and excitatory
responses from peristimulus-time histograms (PSTH)
(4 ms width) as previously described (Puig et al. 2005).
One-ms bins were also used to calculate the latencies
of GABA4-R-mediated inhibitory responses with better
precision. Antidromic spikes had a fixed latency and
were produced by the electrical stimulation of axons
of mPFC pyramidal neurons projecting to the DR and/or
VTA (Celada et al. 2001; Gabbott et al. 2005; Puig et al.
2005). Orthodromic activations consisted of spikes with
short and variable latencies and a poststimulus firing
rate greater than the mean prestimulus firing rate plus
2 times the standard deviation during at least 4 bins
(Hajos et al. 1998; Puig et al. 2005). The success rate in
orthodromic activations was calculated as the number
of spikes during the excitation period divided by the
number of triggers. Inhibitions were defined by a total
cessation of spikes with respect to the prestimulus value
for at least 4 successive bins (10 msec width) or a 75%
decrease in the number of spikes with respect to the
prestimulus (Hajos et al. 1998; Puig et al. 2005). The onset
of inhibitions was calculated as the last bin containing
a spike, whereas the offset of excitations was identified
as the first of 4 bins equal to or above the prestimulus
value. The magnitude of the inhibition was calculated as
the percentage of firing versus the prestimulus (200 ms)
firing rate. Drug effects were calculated by comparing
5-min PSTHs at pre- and postdrug periods. Data are
expressed as the meanztstandard error of mean.
Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism
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6 by independent and paired Student's t-tests. Statistical
significance has been set at the 95% confidence level (2
tailed).

Results

Characteristic of the recorded mPFC

pyramidal neurons

A total of 111 pyramidal neurons from 35 rats were ran-
domly found and recorded along descents in PrL and IL.
Additionally, neurons excited or inhibited by DR stimula-
tion were intentionally searched for and used to examine
the receptor mechanisms involved (see below). The data
from these neurons (n = 36) were not used in the present
calculations.

Figure 1A shows the areas where pyramidal neurons
were recorded in PrL (n =50) or IL (n =61). The recorded
units are representative of layer V pyramidal neuron pop-
ulations projecting to DR, VTA or both. Thirty-two (29%)
projected only to DR, 27 (24%) only to VTA and 52 (47%)
projected to both nuclei. The latter proportion is in agree-
ment with previous observations from our laboratory
(Vazquez-Borsetti et al. 2011). The basal firing rate was
1.1+0.1 spikes/s (n =111). The latency of the antidromic
spikes evoked by DR stimulation was 13+1 ms (n =84),
also in agreement with previous observations (Puig et al.
2005; Vazquez-Borsetti et al. 2011). No significant dif-
ferences in the basal firing rate were observed between
PrL neurons (1.1+0.1 spikes/s; n =50) and IL neurons
(1.2+0.2 spikes/s; n =61) (P =0.87, Student’s t-test) nor
in the latency of the antidromic spikes evoked by DR
stimulation (PrL=13+1ms; n=33;IL=13+1ms; n=51,
P =0.89, Student's t-test). Significant differences were
found in the proportion of PrL and IL neurons projecting
only to DR or VTA, but not in the proportion of neurons
coprojecting to both sites. Hence, 8/50 neurons in PrL
projected only to DR (16%), 17/50 projected to VTA (34%)
and 25/50 projected to both sites (50%). On the other
hand, 24/61 neurons in IL projected to DR (40%), 10/61
to VTA (16%) and 27/61 to both sites (44%) (P < 0.05, chi-
square test) (Fig. 1B).

Modulation of pyramidal neuron activity

in mPFC by DR stimulation

We examined the effect of the stimulation of the DR
on mPFC pyramidal neuron activity in 111 recordings.
A large proportion of neurons (83/111, a 75%) were
sensitive to the DR stimulation at a physiological rate
(0.9 Hz), which evoked pure inhibitory responses (I)
in 57/111 cases (51%), biphasic responses (BR ie. an
orthodromic excitation preceded by an inhibition of
short latency and duration) in 22/111 cases (20%) and
only 4/111 cases (4%) were pure orthodromic excitations
(OA). The rest (28/111, a 25%) were unresponsive
(UN) by DR stimulation. Table1 shows the charac-
teristics of each response considering the mPFC as a
whole.

Elena Lépez-Terrones etal. | 3003

Differential responses evoked by DR stimulation
in pyramidal neurons of IL and PrL
DR stimulation evoked different response types in PrL
neurons, with 18/50 inhibitions (36%), 10/50 biphasic
responses (20%) 4/50 orthodromic excitations (8%) and
18/50 (36%) of unresponsive neurons. In contrast, DR
stimulation mainly inhibited pyramidal neurons in
IL (39/61 neurons, 64%), together with much smaller
percentage of biphasic responses (12/61 neurons, 20%)
and of unresponsive neurons (10/61 cases, 16%). Remark-
ably, no orthodromic activations were found in IL. A
Chi-square analysis revealed a significant difference
(P <0.01) between the responses evoked by DR stimu-
lation in PrL versus IL pyramidal neurons (Fig. 2).
Figures 3 and 4 show representative examples of the
different types of responses evoked by DR stimulation in
PrL and IL, respectively. Table 2 shows the characteristics
of pure inhibitions and ortodromic activations, classified
according to the recording site (PrL and IL). There were
no significant regional differences with the exception of
the latency of inhibitions, which were significantly lower
in IL than in Prl: 10+1 ms (n =39, IL) versus 16+ 3 ms
(n =18; PrL) (P <0.05 Student's t-test). We also observed
a significant difference in the latency of the inhibition of
biphasic responses between both areas, lower in IL than
in PrL: 8+ 2 ms (n =12; IL) versus 14+2 ms (n = 10; PrL)
(P <0.05; Student's t-test) (Fig. 5, Table 3).

Pharmacological characterization
of the responses evoked by DR stimulation
in mPFC neurons
Given the large percentage of pyramidal neurons
expressing 5-HT1a-R and/or 5-HTy4-R in different sub-
divisions and layers of the mPFC (Santana et al. 2004;
Santana and Artigas 2017), and the involvement of such
receptors in 5-HT-mediated inhibitions and excitations,
(Araneda and Andrade 1991; Amargés-Bosch et al. 2004;
Puig et al. 2005), we examined the reversal of DR-
evoked inhibitions and excitations with the selective
5-HT14-R and 5-HTy4-R antagonists WAY-100635 and
M100907, respectively. As orthodromic activations were
extremely rare (4 out of a total of 111 recordings), we
attempted to reverse the excitatory phase of the more
frequently encountered biphasic responses. Moreover,
in an earlier study (Puig et al. 2005), we suggested the
existence of a direct GABAergic projection from DR to
mPFC, contributing to DR-evoked inhibitions, which was
subsequently identified by histological means (Bang and
Commons 2012). Furthermore, mPFC layer V pyramidal
neurons are very sensitive to the blockade of 5-HT3-R
(Riga et al. 2016). We therefore examined the potential
contribution of these 2 additional components of DR-
evoked inhibitions, mediated by GABA4-R activation and
5-HT3-R blockade, respectively.

In 9 different experiments (1 neuron per rat), the
administration of the 5-HT1a-R antagonist WAY-100635
(100 ng/kg iv) significantly attenuated the inhibitory
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Bregma 3.20 mm

Fig. 1. (A) Schematic representation of the recording areas (shaded rectangles) in the PrL and IL subdivisions of the mPFC. Recordings were made in
layer V pyramidal neurons identified by antidromic stimulation from midbrain (dorsal raphe nucleus, DR and/or VTA). Average DV coordinates of PrL
and IL recorded neurons were —2.11+0.07 mm (1 =50) and —3.69 +0.05 mm (n =61}, respectively. Section modified from Paxinos and Watson (2005).
(B) Proportion of pyramidal neurons in PrL (n =50) and IL (n =61) projecting to DR, VTA or both. (C) and (D) are examples of coronal sections showing

the location of recording sites of midbrain-projecting pyramidal neurons in PrL (C) and IL (D).

Table 1. Characteristics of the different responses evoked in mPFC pyramidal neurons by DR stimulation.

Inhibitions (I) (n =57) CA(n=4)
Latency (ms) 12+1 46 +£6
Duration(ms) 137+10 157 £22
Prestimulus firing (spikes/s) 1303 04403
Poststimulus firing (spikes/s) 0.3+01 36+14
% response® 12+2 49+15
BR (n=22)
Prestimulus firing (spikes/s) 0.89+0.2

Inhibition phase Activation phase
Latency (ms) 11+1 98+8
Duration (ms) 58+5 86+11
Poststimulus firing (spikes/s) 0.0+0.0 43+0.6
% response? 4+2 39+9

Note: *The percentage of response for the inhibitory and excitatory responses was calculated as % of firing rate and as success rate, respectively.

responses induced by DR stimulation. Hence, the per-
centage of firing during the inhibition was significantly
enhanced by WAY-100635 administration (from 7+4%
to 77 £25% of prestimulus firing rate; P <0.02; paired
Student's t-test; n =9) (Fig. 6A-A’).

Similarly, the administration of the 5-HT3-R antago-
nist ondansetron (1,28 mg/kg i.v) significantly reduced
the inhibitory action of DR stimulation on pyramidal
neurons, increasing the percentage of firing during the
inhibition (from 8+ 5% to 36 +£7% of prestimulus firing
rate; P <0.02; paired Student's t-test; n =7) (Fig. 6B-B').

The contribution of GABA4-R to inhibitory responses in
pyramidal neurons, likely mediated by a direct DR-mPFC

GABAergic pathway (Puig et al. 2005; Bang and Commons
2012) was assessed using the GABA4-R antagonist picro-
toxinin (2 mg/kg i.v). This agent significantly increased
the percentage of firing during the inhibition (from
3+3% to 134+ 31% of prestimulus firing rate; P <0.01;
paired Student's t-test; n =7) and markedly reduced the
duration of the inhibitory responses (from 143432 to
46+ 18 ms; P < 0.01; paired Student'’s t-test; n=7). Finally,
picrotoxinin also significantly enhanced the poststimu-
lus firing rate (from 0.0+ 0.0 to 1.1+ 0.4 spikes/s; P < 0.05;
paired Student’s t-test; n =7) (Fig. 6C-C).

On the other hand, the administration of the 5-HT2,
receptor antagonist M100907 (300 ng/kg i.v.) completely
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PrL IL

64%

Fig. 2. Pie charts showing the proportions of the different response
types evoked in payer V pyramidal neurons of PrL and IL cortices by
DR stimulation at a physiological rate (0.9 Hz). Representative examples
of each response type in PrL and IL can be seen in Figures 3 and 4,
respectively. Note 1) the greater proportion of responding neurons in IL
compared with PrL (84% vs. 64%, respectively), 2) the predominance of
inhibitory (I) responses in IL (64%, equal to the sum of all responding
neurons in PrL), and 3) the lack of pure OAin IL. In contrast, the proportion
of BR was the same in both subdivisions (20%) (P < 0.01; Chi-square test).

Table 2. Characteristics of the pure inhibitory and excitatory
responses evoked in PrL and IL pyramidal neurons by DR
stimulation.

Responses to DR stimulation PrL IL
Inhibition (I) n=18 n=39
Latency (ms) 16+3 10+1*
Duration (ms) 118+10 14614
Prestimulus firing (spikes/s) 1.0£0.2 15+04
Poststimulus firing (spikes/s) 0.2+01 0.3+0.1
% firing during inhibition 13+2 1142
OA n=4
Latency (ms) 46+6
Duration(ms) 157 £22
Prestimulus firing (spikes/s) 04+£03
Poststimulus firing(spikes/s) 36+14
Success rate (%) 49115

*P <0.02 versus PrL.

Table 3. Characteristics of the biphasic responses evoked in PrL
and IL pyramidal neurons by DR stimulation.

BR PrL (n=10) IL(n=12)
Prestimulus firing (spikes/s) 1.1:£0.3 08+03
Inhibition phase
Latency (ms) 14+2 B2
Duration (ms) 56 +8 61+7
Poststimulus firing (spikes/s) 0.0+£0.0 0.0 £0.0

% firing during inhibition 6+4 312
Activation phase

Latency (ms) 101 £16 957
Duration (ms) 102 +18 73+11
Poststimulus firing (spikes/s) 50+£1.0 38+06
Success rate (%) 55+17 25 £ 4+

*P <0.02 versus PrL. **P =0.076, marginally significant.

blocked the biphasic and excitatory responses evoked by
DR stimulation in 7/10 PrL neurons. In those neurons, we
found significant differences in both poststimulus firing
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Fig. 3. PSTH and raster plots showing representative examples of the
different responses induced in layer V PrL pyramidal neurons by DR
stimulation (0.9 Hz). (A) Pure inhibitory response; (B) Biphasic response;
(C) Pure ortodromic activation; (D) Unresponsive neuron. Arrowheads
mark antidromic spikes. The neurons in (A, B, and D) projected to DR or
DR and VTA, whereas the neuron in C projected only to VTA (note the
absence of the antidromic spike).

pre- and post-M100907 administration (3.9+ 0.6 spikes/s
vs. 1.5+0.7 spikes/s, respectively; P <0.01; paired
Student's t-test; n =7,) and in the percentage of response
to stimulation pre- and postdrug administration (29+ 8%
vs. 7+3% respectively; P <0.05; paired Student's t-
test; n =7) (Fig. 7A-A’). However, in the rest of neurons
(n =3) M100907 actually enhanced excitatory phase
of the biphasic response (Fig. 7B-B'), an effect perhaps
due to the blockade of 5-HTsa receptors in GABAergic
interneurons controlling the activity of the recorded unit
(see discussion below).
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T

abub 4
01 02 03 04 s

Fig. 4. PSTH and raster plots showing representative examples of the
different responses induced in layer V IL pyramidal neurons by dorsal
raphe (DR) stimulation (0.9 Hz). (A) Pure inhibitory response, (B) biphasic
response, and (C) unresponsive neuron. Arrowheads mark antidromic
spikes.

Discussion

The present study reveals the existence of very marked
regional differences in the in vivo modulation of
pyramidal neuron activity by 5-HT in rat mPFC, with
a remarkable inhibitory action in IL, where a very large
proportion (84%) of pyramidal neurons were sensitive to
DR stimulation, mostly responding with inhibitions (64%)
or biphasic responses (20%). Inhibitory responses were
mediated by at least 3 different mechanisms, namely the
direct activation of 5-HT1a-R and GABA-R in pyramidal
neurons and the activation of excitatory 5-HT3-R in local
GABA interneurons controlling the activity of layer V
pyramidal neurons. Using the same methodology, we
previously reported on the in vivo actions of 5-HT on
pyramidal neurons of the Cg and PrL subdivisions of
the rat mPFC (Puig et al. 2005). To our knowledge, no
further study examined the serotonergic modulation of
pyramidal neuron activity in IL nor examined potential
regional differences within the mPFC. Given the key role
of vACC—and of IL in rodent models—in emotional
control and in MDD pathophysiology and treatment
(see Introduction), the present data make up a relevant
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Fig. 5. Latency of inhibitory responses in PrL and IL pyramidal neurons
evoked by DR stimulation (0.9 Hz). Panels (A, B, C) show the inhibitory
phase of biphasic responses whereas panels (D, E, F) correspond to pure
inhibitory responses. (A, D) Bar graphs showing the mean +SEM latencies
of the inhibitory phase of biphasic responses (A) and pure inhibitory
responses (D) in PrL and IL. (*P <0.02 vs. PrL). The dashed line marks the
mean value of antidromic potentials (13 +1ms; n =84). Panels (B, C,E, and
F) are representative PSTHs and raster plots of biphasic responses (B, C)
and pure inhibitions (E, F) showing the initial 150 ms poststimulus period
in PrL and IL. Note the beginning of inhibitory responses (thin arrows)
before antidromic spikes (arrowheads) in IL.

piece of information to better understand the role of the
5-HT system in PFC-dependent mood regulation and its
potential relevance for MDD treatment.

Differential sensitivity of IL and PrL

to DR stimulation.

The larger proportion of DR-sensitive neurons in IL (84%)
versus PrL (64%), together with the greater percentage
of pure inhibitory responses in IL (64%) than in PrL
(36%) indicates a much greater inhibitory action of 5-
HT in IL than in PrL. Interestingly, pure orthodromic
activations, found in a small percentage (8%) of PrL
pyramidal neurons, were absent in IL, whereas biphasic
responses were similar in both mPFC subdivisions.
Biphasic responses are likely accounted for by the high
cellular co-expression of 5-HT14-R and 5-HT;5-R in mPFC
(Amargds-Bosch et al. 2004). Pyramidal neurons in IL
exert a phasic inhibitory influence on PrL pyramidal
neurons (Ji and Neugebauer 2012). Given the remarkable
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Fig. 6. Reversal of the inhibitory responses induced by DR stimulation in mPFC layer V pyramidal neurons by the 5-HT14-R antagonist WAY-100635
(0.1 mg/kgi.v) (A-A"), the 5-HT3 -R antagonist ondansetron (OND, 1.28 mg/kgi.v) (B-B'), and the GABA4-R antagonist picrotoxinin (PIC, 2 mg/kgi.v) (C-C').
PSTH and raster plots in (A, B, C) correspond to the basal condition and those in (A’, B', C') were recorded after the administration of the corresponding
antagonist. Neurons in (A) and (B) were from IL and that in (C) was from PrL. Note the reduction of the inhibitory response together with a generalized
increase in firing after the administration of each receptor antagonist. (D) Schematic representation of the reciprocal interaction between mPFC and
the dorsal and median raphe nuclei (DR/MnR), together the 3 main mechanisms involved in inhibitory responses recorded in layer V pyramidal neurons
of IL and PrL: (A) direct activation of 5-HT14-R in pyramidal neurons by 5-HT released from serotonergic axons, (B) activation of 5-HT3-R in superficial
GABA interneurons controlling layer I thalamic inputs reaching the tufts of apical dendrites, and (C) activation of GABA4-R in pyramidal neurons by a
direct DR-mPFC GABA pathway (see Discussion for an extended description on these mechanisms). A putative 4th mechanism involving the activation
of 5-HT,4-R in local GABA interneurons and the subsequent inhibition of pyramidal neurons (not shown in the scheme) Is suggested by the enhanced
excitatory phase of biphasic responses in pyramidal neurons after 5-HT,4-R blockade (see Fig. 7). Scheme in (D) was redrawn and adapted from Artigas
(2015).
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Fig. 7. Effects of the 5-HT24-R antagonist M100907 on the excitatory
phase of biphasic responses evoked by DR stimulation in PrL. PSTH and
raster plots showing the biphasic response during DR stimulation in basal
conditions (A, B) and after M100907 administration (300 ng/kgi.v) (A’, B).
In 7 out of 10 experiments performed, the excitatory phase was markedly
reduced by M100907, as shown in panels (A-A’), indicating that M100907
blocked the activation of 5-HT24-R in pyramidal neurons. However, in the
rest of experiments (n =3), M100907 administration actually enhanced
the excitatory phase of biphasic responses, as shown in panels (B-B’),
suggesting the blockade of 5-HT:4-R in GABA interneurons controlling
the activity of the recorded pyramidal neuron, which may or may not
express 5-HTp4-R.

inhibitory effect of DR stimulation on IL neurons, this
may contribute disinhibit pyramidal neurons and to
enhance excitatory responses in PrL. Overall, the present
in vivo data support the view that 5-HT plays a major role
in PFC-dependent functions (Robbins and Arnsten 2009)
through the modulation of a very large proportion of
projection pyramidal neurons, with a greater inhibitory
action in IL than in PrL or Cg (Puig et al. 2005; present
study).

Receptor mechanisms involved

The inhibitory action of DR stimulation on IL and PrL
neurons appears to involve at least 3 different compo-
nents, 1) the direct activation of 5-HT14-R in pyramidal
neurons, 2) the activation of excitatory ionotropic 5-HT3-
R on local GABA interneurons controlling pyramidal neu-
ron activity, and 3) the activation of GABA,-R by a direct
GABAergic DR-mPFC pathway. A 4th mechanism, involv-
ing the activation of 5-HT;4-R in local GABA interneurons
is suggested by the paradoxical enhancement of exci-
tatory responses after 5-HTy5-R blockade with M100907
(see below).

The greater proportion of 5-HT-mediated inhibitions
in IL is consistent with the greater neuronal propor-
tion expressing 5-HT1a-R than 5-HT24-R in this cortical
area, including layer V pyramidal neurons (55% vs. 22%,
respectively; Santana and Artigas 2017a). In PrL, and

despite the similar proportion of layer V pyramidal neu-
rons expressing 5-HT14-R- and -HT2a-R (52% and 55%,
respectively; Santana and Artigas 2017a), DR stimula-
tion evoked more inhibitory responses (36%) than ortho-
dromic activations (8%), together with a 20% of biphasic
responses. The higher proportion of inhibitory responses
agrees with previous in vitro and in vivo studies (Ashby
et al. 1990, 1994; Araneda and Andrade 1991; Amargos—
Bosch et al. 2004; Puiget al. 2005; see Celada et al. 2013 for
review), supporting a main inhibitory role of 5-HT in PFC,
despite the expression of excitatory 5-HT receptors such
as 5-HTz4-R,5-HTac-R and 5-HT4-R by pyramidal neurons
(Santana et al. 2004; Lucas et al. 2005; Penas-Cazorla and
Vilar6 2015; Santana and Artigas 2017b).

This preferential inhibitory action may be due to sev-
eral factors, including 1) the very large percentage of
pyramidal neurons expressing 5-HT14-Rin all mPFC sub-
divisions (Santana et al. 2004), 2) the higher affinity
of 5-HT for 5-HT14-R versus 5-HT;4-R, 3) the coupling
of 5-HT;4-R to K* channels, which leads to immediate
changes in membrane potential and neuronal discharge,
and 4) the localization of 5-HT14-R in the axon hillock
of pyramidal neurons (De Felipe et al. 2001), where 5-
HT may establish axo-axonic synapses similar to those
of GABA (Somogyi et al. 1998), with a direct influence on
the generation of action potentials.

The present data also supports the involvement of 5-
HTj3-Rin the inhibitory responsesinduced by DR stimula-
tion. 5-HT3-R are expressed by calbindin- and calretinin-
(but not parvalbumin)-containing GABA interneurons,
located in superficial cortical layers (I-1II) (Morales and
Bloom 1997; Puig et al. 2004; Santana and Artigas 2017a).
Early in vitro studies showed that 5-HT and 5-HT3-R
agonists suppressed pyramidal neuron activity in rat
PFC through the activation of 5-HT3 receptors (Ashby
et al. 1989, 1991, 1992), though the increase of inhibitory
postsynaptic currents resulting from the activation of 5-
HTs-Rin local GABAergicinterneurons (Zhouand Hablitz
1999; Férézou et al. 2002; Xiang and Prince 2003). Subse-
quent in vivo studies showed that DR stimulation evoked
fast in vivo excitatory responses in superficial GABA
interneurons (Puig et al. 2004) and 5-HT3-R blockade
enhanced the discharge rate of a very large proportion
(~70%) of layer V. mPFC pyramidal neurons (Riga et al.
2016). The present results agree with this previous liter-
ature and show that 5-HT3-R are major components of
inhibitory responses evoked by DR stimulation in PrL and
IL pyramidal neurons in vivo.

Hence, despite 5-HT3-R are expressed by a relatively
small population of GABA interneurons in layers I-III
of mPFC (Puig et al. 2004; Santana and Artigas 2017a),
they exert a profound influence on a large proportion
of layer V pyramidal neurons (Riga et al. 2016; present
study). The reason(s) for this remarkable influence are
not fully understood but may involve the control by
5-HTs-R-expressing interneurons of thalamocortical
inputs in layer I reaching the apical dendrites of
pyramidal neurons (Jones 2001; Rubio-Garrido et al. 2009)
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(see scheme in Fig. 6). In this manner, 5-HT3-R located in
superficial layers could modulate the interplay between
the thalamic matrix, the PFC and subcortical structures
innervated by layer V neurons, including the brainstem
monoamine nuclei.

Anatomical and electrophysiological studies support
the existence of a direct reciprocal innervation and
mutual control between the mPFC and the DR (Hajos
et al. 1998; Celada et al. 2001; Gabbott et al. 2005; Puig
et al. 2005), a circuit involved in mood control and
resilience to stress (Warden et al. 2012). In addition to
the well-known ascending serotonergic projection, the
DR-mPFC pathway also includes a direct GAABergic
projection, as supported by electrophysiological (Puig
et al. 2005; present study) and anatomical studies using
GAD67-GFP (green fluorescent protein) knock-in mice
(Bang and Commons 2012).

Despite a substantial proportion of DR 5-HT neurons
co-express GAD and may corelease GABA (Okaty et al.
2019; Ren et al. 2019), the short-latency inhibitory reposes
evoked by DR stimulation cannot be explained by GABA
co-release from 5-HT axons, given the conduction veloc-
ity of 5-HT axons, slower than that of glutamate or
GABA axons. Hence, the latency of antidromic spikes
evoked in DR 5-HT neurons by mPFC stimulation was
25+3 ms (Hajos et al. 1998). Therefore, the 10+1 ms
latency of pure inhibitory responses (or the 8+2 ms of
the inhibitory phase of biphasic responses) observed in
IL after DR stimulation cannot be due to GABA co-release
form 5-HT axons, since this should necessarily occur
> 25 ms after DR stimulation.

Therefore, the present observations give further
support to this DR-mPFC GABA projection, accounting
for short-latency inhibitions in pyramidal neurons.
In the present experimental conditions, this GABAer-
gic component appears to be more marked in IL
than in PrL, as judged by the shorter latency of pure
inhibitory responses and biphasic responses in IL versus
PrL (Tables 2 and 3). The latency of GABA-mediated
inhibitory responses (pure or biphasic) is in excellent
agreement with that previously found (9+1 ms; Puig
et al. 2005). However, unlike in that previous study,
the mean latency of inhibitions in PrL was not below
antidromic spikes (13+1 ms). Given the robustness
of both studies, with large neuronal numbers and
using the same methodology, this apparent discrepancy
may be due to slight differences in the placement of
stimulation electrodes within the DR, since GAD67+
cells are heterogeneously distributed within the DR
(Bang and Commons 2012; Ren et al. 2019), and there
is no detailed information on the projection areas of the
different neuronal subsets. Further studies are required
to examine the exact connectivity of DR projection GABA
neurons with PFC subdivisions as well as their role in PFC
function and MDD treatment.

Excitatory responses were mediated by 5-HT2a-R,
although M100907 paradoxically enhanced excitatory
responses in 3/10 neurons examined (Fig. 7). This effect
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Is possibly mediated by the blockade of 5-HT4-R in
GABA interneurons (Santana et al. 2004) controlling
the activity of the recorded units. This view is in
agreement with the dual effect of the preferential
5-HT24-R agonist DOI on mPFC pyramidal discharge
(Puig et al. 2003; Wood et al. 2012), being inhibitory
responses reversed by M100907 and by PIC (Puig et al.
2003).

Relevance for MDD treatment

As summarized in the introduction, the vACC plays
a major role in MDD pathophysiology and treatment.
Likewise, rodent data obtained in recent years sup-
port a critical role of IL (but not PrL) in depressive-
and antidepressant-like behaviors. Given its reciprocal
connectivity and top-down control of cortical and
subcortical areas by the PFC (including the brainstem
monoamine nuclei; Groenewegen and Uylings 2000; Gab-
bott et al. 2005), a hyperactive vACC may exert an exces-
sive top-down inhibitory control of subcortical areas,
leading to the emergence of MDD symptoms; ((Artigas
2021) Supplementary Fig. 1). This view is apparently
supported by recent rodent data showing that a marked
and persistent increase of excitatory neurotransmission
in IL results in depressive-like behavior in mice, together
with a reduction of serotonergic function and of BDNF
expression (Fullana et al. 2019, 2019, 2020). Likewise,
anxiety behavior is associated with an enhanced activity
of IL pyramidal neurons in mice (Berg et al. 2019).

Therefore, the reduction of vACC hyperactivity may
be seen as a regional mechanistic target in antidepres-
sant drug development, as it would normalize neuronal
activity in MDD-relevant subcortical areas innervated by
VACC. In this regard, the depressive-like behavior exhib-
ited by mice with IL glutamatergic hyperactivity (Ful-
lana et al. 2019 2019) was normalized by acute citalo-
pram and ketamine treatment (10 mg/kg each; Fullana
et al. 2019). Pilot observations indicate that citalopram
enhances the inhibitory action of DR stimulation in IL
(Supplementary Fig. 2). In line with these observations,
a very recent study revealed that subchronic (21 days)
fluoxetine treatment reduced the basal firing activity
of mPFC pyramidal neurons in rats (Yin et al. 2021).
Likewise, ketamine i.v. infusion attenuated a task-driven
hyperactivity of vACC in MDD patients (Morris et al.
2020).

On the other hand, DBS of vACC (Broadman areas
25) evoked antidepressant effects in treatment-resistant
MDD patients (Mayberg et al. 2005; Puigdemont et al.
2012; Riva-Posse et al. 2020; see however Holtzheimer
et al. 2017). In the rat, DBS of IL (but not of PrL) evoked
antidepressant-like effects (Jiménez-Sanchez et al. 2016),
supporting the relevance of IL in rodent models of MDD.

Similarly, the activation of SHT1-R in mPFC by the
preferentially postsynaptic 5-HT1a-R agonist NLX-101
evoked antidepressant-like effects in rats (Depoortére
et al. 2021). Finally, and given the remarkable role of
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GABAergic neurotransmission in DR-mediated inhi-
bitions, the rapid antidepressant action of positive
allosteric modulators of GABAA-R such as brexanolone
and SAGE-217 (Kanes et al. 2017; Gunduz-Bruce et al.
2019) might involve, among others, an attenuation
of glutamatergic hyperactivity in vACC through an
enhancement of GABAergic function in this cortical area.

Study limitations

An important limitation is the use of anesthesia, which
prevents the direct translation of the present data to
behaving rats. Indeed, the present study was prompted
by recent studies supporting a key role of IL in animal
models of MDD pathophysiology and treatment (see
Introduction). The methods employed, including the
use of chloral hydrate anesthesia, allowed a direct
comparison with a previous study (Puig et al. 2005)
examining the action of 5-HT in other PFC subfields (Cg,
PrL, M2), but notin IL.

A second limitation is the lack of a methodology to
selectively stimulate the ascending 5-HT and GABA pro-
jections from the DR to mPFC. The interplay between
DR 5-HT and GABA neurons (Weissbourd et al. 2014)
together with the co-expression of both transmitters in
5-HT neurons (Okaty et al. 2019; Ren et al. 2019) and the
existence of a direct DR-mPFC GABAergic pathway makes
it necessary to clarify the relative role of ascending 5-HT
and GABA projections toIL and PrL. Further studies using
optogenetics will shed new light into this issue.

A final limitation of the study is the use of naive rats.
Indeed, testing the above hypothesis (Supplementary
Fig.1) requires the use of rodent MDD models. An
extension of the present study to rats with a hyperactive
IL is highly desirable.

Concluding remarks

Notwithstanding the above limitations, the present study
shows a highly remarkable and regionally selective
inhibitory action of 5-HT on IL, where a large majority
(84%) of the recorded neurons responded to DR stimula-
tion with pure inhibitions (64%) or biphasic responses
(20%). Given the major role played by 5-HT in MDD
treatment, and the existence of a vVACC hyperactivity
in MDD patients (also of a depressive-like behavior in
mice with a hyperactive IL), it is tempting to relate both
sets of data, suggesting that the antidepressant action
of 5-HT-enhancing drugs may involve an attenuation
of glutamatergic hyperactivity in vACC. Further work is
required to test this hypothesis, by examining whether
drugs with antidepressant effects (e.g, SSRI/SNRI,
postsynaptic 5-HT15-R agonists, ketamine, GABjA-R
modulators, etc.) share the ability to inhibit neuronal
hyperactivity in rodent models of MDD.

Supplementary material

Supplementary material can be found at Cerebral Cortex
online.
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Supplemental Figure 1. The prefrontal cortex (PFC), including the ventral anterior cingulate
cortex (VACC) is reciprocally connected with most subcortical areas*, including the brainstem
monoamine cell nuclei and limbic areas involved in mood control, and exerts a top-down
control on their activity. A genetic- or environmentally-induced focal hyperactivity in vACC may
translate into a generalized reduction of serotonergic activity in cortico-limbic areas, giving rise
to MDD symptoms, as observed in rodents (Fullana et a., 2019a, 2019b, 2020). Clinical
improvement may result from a normalization of serotonergic activity via 5-HT-enhancing
drugs, and/or from the attenuation of glutamatergic hyperactivity in vACC, via different fast-
acting mechanisms. The present data suggest that SERT inhibitors (e.g., SSRI, SNRI, etc.), may
partly exert their therapeutic action via a preferential inhibitory action in IL, the rodent
equivalent of vACC. Unlike SERT inhibitors, which required prolonged drug administration to
overcome pre- and postsynaptic adaptive mechanisms in order to enhance the active 5-HT

fraction, fast-acting antidepressant strategies may acutely normalize vACC hyperactivity, thus
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normalizing the interplay with serotonergic (and possibly noradrenergic and dopaminergic)

neurons. Abbreviations used: AMY, amygdala; DLPFC, dorso-lateral prefrontal cortex; DR,

dorsal raphe nucleus; HPC, hippocampus; HTL, hypothalamus; MnR median raphe

nucleus; NAcc, nucleus accumbens. Black arrows depict glutamatergic pathways and

green arrows depict serotonergic pathways Adapted from Artigas 2005.

*with the exception of the basal ganglia, which receive direct PFC inputs but sent nerve information

back to PFC via the thalamus.
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Supplemental figure 2. PTSH of an inhibitory response induced by DR stimulation (0.9 Hz) in a

IL pyramidal neuron in basal conditions and after treatment with the SSRI citalopram (0.5

mg/kg i.v.). Note the increased duration of the inhibitory response and the decrease of pre-

and post-stimulus discharge. Pilot observations (n=3) indicate significant differences in the

duration of inhibitory responses between pre and post citalopram administration (113 + 5 ms

vs. 188 + 17 ms, respectively; p=0.02, Student’s t-test) . Citalopram enhanced by 66 % the

duration of the inhibition.
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Abstract

The infralimbic (IL) cortex is the rodent equivalent of human ventral anterior cingulate
cortex (VACC), which plays a crucial role in major depressive disorder (MDD). The modulation
of glutamatergic neurotransmission in IL [but not in the adjacent prelimbic (PrL) cortex]
triggers antidepressant-like or depressive-like behaviours, associated with changes in
serotonin (5-HT) activity, underlying the importance of glutamate/serotonin interactions in IL
for emotional processing. We therefore compared the in vivo effects of IL and PrL stimulations
on 5-HT neuronal activity and release in the dorsal raphe nucleus (DR) of anesthetized rats.
Both IL and PrL electrical stimulations at 0.9 Hz induced a preferential inhibitory effect on 5-HT
neurons (53% vs 48%, respectively). Regional differences were found at increasing frequencies
(10-20 Hz), where IL stimulation at 20 Hz evoked more changes in 5-HT neurons activity than
PrL (86% vs. 59%, respectively). Responses of 5-HT neurons at 20 Hz IL stimulation were
mediated by GABAa (but not 5-HT1a) receptors. Both electrical and optical stimulations of IL
and PrL enhanced extracellular 5-HT concentration in DR in a frequency-dependent manner.
More marked increases were found after the cessation of IL stimulation at 20 Hz. Overall, the
present data support a differential control of serotonergic activity by IL and PrL, with an
apparent superior role of IL, which may help to clarify brain circuits involved in MDD

pathophysiology and treatment.

Keywords: infralimbic cortex, prelimbic cortex, 5-HT neurons, in vivo electrophysiology,
intracerebral microdialysis.
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1. Introduction

The prefrontal cortex (PFC) is strongly involved in higher brain functions, many of which are
altered in neuropsychiatric disorders. Hence, the dorsolateral PFC (e.g., Brodmann area 46),
displays an important role in cognition whereas the ventral anterior cingulate cortex —vACC-
(e.g. Broadmann area 25) plays a crucial role in mood and emotional control [1-5]. The PFC
integrates information from primary and associative cortical areas as well as limbic and
subcortical structures, such as the hippocampus, amygdala, hypothalamus, various nuclei of
the limbic thalamus, and modulatory inputs from monoaminergic nuclei [raphe nuclei, 5-
hydroxytryptamine or serotonin (5-HT); locus coeruleus, noradrenaline (NA); ventral tegmental
area, dopamine (DA)]. The anatomical connectivity between the medial PFC (mPFC) and the
brainstem monoamine nuclei is reciprocal, with mutual control of their activity [3,5-15].

Interestingly, this circuit is involved in the response to behavioural challenges [16].

The vACC is involved in the pathophysiology and treatment of mood and anxiety
disorders [4,5,17,18]. Hence, VACC hyperactivity has been reported in patients with Major
Depressive Disorder (MDD) [19,20], and deep brain stimulation (DBS) of the vACC results in
clinical improvement in treatment-resistant MDD patients [21-23]. A recent neuroimaging
study found that MDD patients had higher task-induced vACC hyperactivity than controls,

which was normalized after a single dose of ketamine [24].

In terms of anatomical connections and function, the infralimbic (IL) cortex is
considered as the rodent equivalent of the primate and human vACC and is deeply involved in
antidepressant actions [4,25]. Optogenetic activation of IL in rats led to immediate and
enduring antidepressant effects, similar to ketamine [26]. Furthermore, ketamine or the
selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) citalopram had antidepressant-like effects when
injected in IL, just as they did when administered systemically [26,27]. Additionally, the local
blockage of the glial glutamate transporter GLT-1 in IL causes a transient increase in

3
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glutamatergic neurotransmission that triggers strong antidepressant effects in rats. These
effects are presumably mediated by the modification of IL-raphe pathways given that it was
linked to a rapid enhancement of serotonergic activity [28]. Remarkably, neither effect
occurred when GLT-1 was blocked in PrL despite evoking comparable augmentation of

extracellular glutamate than in IL [28].

On the other hand, a depressive-like phenotype was inducedby a persistent regionally-
selective downregulation of the glial glutamate transporters GLAST and GLT-1 caused by a local
application of small interfering RNA (siRNA) in the mouse IL cortex. This effect was
accompanied by a decrease in serotonergic activity and BDNF expression [29]. Citalopram and
ketamine were effective in reversing the depressive-like phenotype. Remarkably,
downregulating GLT-1 and GLAST in PrL did not result in behavioural or neurochemical changes

[30].

Overall, the above observations add to previous literature on the relevant role of IL
(and of VACC in humans) in mood control and strongly suggest a differential modulation of
serotonergic activity by IL and PrL. On the other hand, IL and PrL express inhibitory (5-HT1a)
and excitatory (5-HTa, 5-HTs) receptors in various cortical layers [31] which modulate the
activity of a large percentage of pyramidal neurons in IL and PrL (84% and 64%, respectively).
Interestingly, DR stimulation at physiological rates induced a greater inhibitory action in IL than

PrL [15].

Given the different role of IL and PrL in depressive-like behaviours and in the
associated changes of serotonergic function, here we examined the control exerted by IL and
PrL cortices on serotonergic function in DR under the working hypothesis that each area
maydistinctly modulate 5-HT neuron activity, possibly via differential excitatory inputs onto 5-

HT and GABA neurons within the DR.
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2. Results

2.1 Modulation of 5-HT neuron activity by low frequency electrical stimulation of IL

and PrL

First, we examined the effect of IL and PrL electrical stimulation at a low frequency (S1; 0.9 Hz,
0.2 ms, 1.7 mA) on DR 5-HT neurons. We recorded the responses of 47 5-HT neuronsto IL
stimulation (first stimulation) of which 15 were subjected to a second (PrL) stimulation (Figure
1A, IL->PrL). Likewise, we recorded the responses of 54 neurons to PrL stimulation, of which
11 were subjected to a second (IL) stimulation (Figure 1B, PrL->IL). The basal firing rate of the
recorded neurons was 1.36 +0.10 and 1.26 + 0.09 spikes/s for IL (n=47) and PrL (n=54)

stimulations, respectively.

A
S1(IL) S1 (PrL)
Basalg\ S&

120 200-300 120  200-300(s)

S1 (PrL) S1 (IL)
Basal% %

120 200-300 120 200-300(s)

Figure 1. A) and B) Schematic representation of the procedures used to examine the responses
of DR 5-HT neurons to IL and PrL stimulation at a low frequency (S1; 0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA).
Two different stimulation electrodes were placed in the IL and PrL subdivisions of the same rat
(same hemisphere). After 120 s of stable recording (basal), one of the electrodes (IL or PrL) was
stimulated and the response evoked in an identified 5-HT neuron was recorded for 200-300 s.
After a 120 s period, we examined the response of the same 5-HT neuron to the stimulation of
the electrode place in the other subdivision (PrL or IL) using exactly the same stimulation
characteristics (0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA; 200-300 s recordings).
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Figure 2 shows representative examples of the differentresponses types evoked by IL
and PrL stimulation. Most DR 5-HT neurons responded to IL or PrL stimulation (91 % to IL, 87 %
to PrL), with four different types of responses: inhibitions (l) (Figure 2A), orthodromic
activations (OA) (Figure 2B), (activations followed by inhibition) (OA+l) (Figure 2C) and

inhibitions followed by activations (I+OA) (Figure 2D).
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Figure 2. PSTH and raster plots showing representative examples of the different responses
induced in DR serotonin neurons by IL and PrL stimulation at S1 (0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA).(A)
Pure inhibitory response; (B) Pure ortodromic activation; (C) Ortodromic activations following
by inhibitions (OA+l);(D) Inhibitions following by ortodromic activations (I+OA). Arrow mark
stimulations.
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Nearly half of the evoked responses were purely inhibitory (53% to IL; 48% to PrL),
followed by I1+OA (19% to IL; 18% to PrL), OA+l (15% to IL; 17% to PrL), and a minority of pure
OA (5% to IL; 3% to PrL) (Figure 3A and 3C). Chi-square test revealed no significant differences
in the proportion of responses evoked in DR 5-HT neurons by IL (Figure 3A) or PrL (Figure 3C)

stimulation.

However, and much to our surprise, the second stimulation site, either PrL (Figure
3B)or IL (Figure 3D)—using exactly the same stimulation protocol, as above- evoked an entirely
different pattern of response. Of a total of 26 DR 5-HT neurons (15 stimulated from PrL->IL, 11
from IL>PrL), 21 neurons responded differently to the 2" stimulation while only 5 neurons
maintained the same response type. Hence, the 2" stimulation resulted in a very large
percentage of unresponsive neurons (40% of those stimulated first in IL and then in PrL; i.e.,
IL->PrL, and 55% of those subjected to the sequential PrL->IL stimulation). Figure 3E-F shows
representative examples of neurons responding to the 1°! but not to the 2" stimulation, either
IL>PrL or PrL->IL. Chi-square test revealed the existence of significant differences between
the proportion of the different responses in IL or PrL during the 1°' and 2" stimulation (pie
charts Figure 3A versus 3D, p<0.0001 and Figure 3B versus 3C, p<0.0001), together with
differences between the response patters evoked by the 2" stimulation in IL and PrL (Figure

3B versus 3D, p<0.01).
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Figure 3. A-D) Pie charts showing the proportions (%) of the different response types evoked in
DR 5-HT neurons by IL and PrL stimulations at a low frequency (S1, 0.9 Hz). A) and B) represent
the responses of 5-HT neurons first to IL (1*!) and then to PrL (2") stimulations, whereas C) and
D) show the responses of 5-HT neurons first to PrL (1°!) and then to IL (2") stimulations. E) and
F) representative PSTHs for IL->PrL ((E), pure inhibition - unaffected) and for PrL->IL ((F),
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inhibition followed by activation - unaffected) driven stimulations. Note 1) the predominance
of inhibitory (I) responses to both IL and PrL stimulations (53% vs 48%, respectively) (pie charts
Figure 3A vs Figure 3C, Chi-square test n.s.) and that 2) the 2™ stimulation results in a very
large percentage of unresponsive neurons (40% to IL; 55 to PrL) (pie charts Figure 3A vs 3D,
Chi-square test p<0.0001; Figure 3B vs 3C, Chi-square test p<0.0001; pie charts Figure 3B vs
3D, Chi-square test p<0.01).

To avoid an artefactual origin of the observed differences between the 1t and 2"
stimulation, we examined the response of the same DR 5-HT neuron to a second stimulation
from the same site using exactly the same times and experimental protocol, yet without
changing the stimulation site (i.e., IL=IL, PrL>PrL; n=7 in each site). All neurons examined
maintained the response type during the 2" stimulation from the same site (IL: 51, 1 OA+l, 1

UN; PrL: 6 I, 1 OA+l) (Supplemental Figure S1).

2.2 Modulation of 5-HT neuronal discharge by electrical stimulation of IL and PrL

Next, we examined the effect of IL or PrL stimulation at increasing frequencies on the firing
rate of DR serotonergic neurons. We recorded 101 serotoninergic neurons, 47 subjected to IL
and 54 to PrL stimulation at the following increasing frequencies (S1: 0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA;
S$2: 10 Hz, 1 ms, 0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA; 200 s for each stimulation, 120 s between
each) (Figure 4A and B). All serotoninergic cells (101) were stimulated to S1, and of them 50

were stimulated to S2 of which 44 were stimulated to S3.

When considering the individual changes from baseline, IL or PrL stimulation at low
frequency (0.9 Hz, S1) evoked similar responses in 5-HT neuronal discharge (Figure 4C and D)
(Chi-square test, n.s.), as previously observed in PTSH recordings (Figure 3A and 3C). However,
electrical stimulation of IL and PrL at higher frequencies led to a different response pattern.
Hence, the proportion of responding 5-HT neurons was greater after IL stimulation than after
PrL stimulation: 80% (IL) vs. 64% (PrL) at S2 (Chi-square test IL versus PrL at 10 Hz, p<0.05) and

86% (IL) vs. 59% (PrL) at S3 (Chi-square test IL versus PrL at 20 Hz, p<0.0001) (Figure 4C and D).
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Figure 4. A) and B) Schematic representation of the procedures used to examine the responses
of DR 5-HT neurons to IL (A) and PrL (B) stimulation at increasing frequencies (S1: 0.9 Hz, 0.2
ms, 1.7 mA; S2: 10 Hz, 1 ms, 0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA; 200 s for each stimulation, 120 s
between each). In this case, one stimulation electrode was placed in the IL or PrL subdivisions
of the same rat (same hemisphere). C) and D) Pie charts showing the proportions (%) of the
different effects (increasing, decreasing and no change —NC-) evoked in DR 5-HT neurons by IL
(C) and PrL (D) stimulations at S1, S2 and S3. Note 1) the similar proportion of unresponsive
neurons to both IL and PrL stimulations at S1 (61% vs 58%, respectively) (pie charts IL (S1) vs
PrL (S1), Chi-square test n.s.); 2) the higher percentage of responding serotonergic neurons
after IL than PrL stimulation at S2 and S3 (80% vs. 64% at 10 Hz; 89% vs. 59% at 20 Hz,
respectively)(Chi-square test IL (S2) vs PrL (S2), p<0.05); (Chi-square test IL (S3) vs PrL (S3),
p<0.0001.

Figure 5 shows representative recordings of DR serotonergic neurons after IL (Figure

5AB) or PrL (Figure 5C) electrical stimulation at increasing frequencies.
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Figure 5. Mean frequency graphs showing spikes/s of representative recordings of DR 5-HT
neurons during IL (A) and PrL (B) electrical stimulations at increasing frequencies (S1: 0.9 Hz,
0.2 ms, 1.7 mA; S2: 10 Hz, 1 ms, 0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA; at least 200 s for each
stimulation, 120 s between each). Note that IL (but not PrL) stimulations modulate the
neuronal discharge of the recorded neurons (A) (no change->increasing—>increasing for
S$1->52->S3, respectively).

2.3 Pharmacological characterization of ILand PrL induced responses in DR 5-HT

neurons: involvement of 5-HT1a and GABA, receptors

The mPFC regulates serotoninergic activity in DR by direct excitatory inputs from layer
V pyramidal neurons. Excitations are mediated by the activation of AMPA-R and NMDA-R on
5-HT neurons whereas inhibitions are due to (i) local negative feedback through 5-
HT1a autoreceptors and (i) activation of local GABA interneurons and the subsequent
inhibition of 5-HT neurons via GABAa-R [7,32]. The latter mechanism also appears to involve
the activation by 5-HT o 5-HT-Rs expressed in local GABA neurons, such as 5-HTia-R [33], 5-
HT2s-R [34] or 5-HT,c-R [35]. We therefore examined the involvement of 5-HT1a-R and GABAa-

11
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R in IL- and PrL-evoked responses at 20 Hz (S3) by administering the respective antagonists

WAY-100635 (10 pg/Kg) (Figure 6A) and picrotoxinine (PIC, 2 mg/Kg) (Figure 6B).

The effect of systemic WAY-100635 administration on serotonin discharge during
electrical stimulation at S3 was examined in 15 rats, 8 from PrL and 7 from IL, whereas
picrotoxinine was injected 12 rats, 6 stimulated from PrL and 6 from IL. Figures 6C and 6D
show the proportion of 5-HT neurons with increased, decreased and unaffected discharge
ratesbefore and after drug administrations. Remarkably, the GABAx receptor antagonist PIC
(but not WAY-100635,) enhanced the discharge rate of all 5-HT neurons subjected to IL
stimulation at S3, (from 2.0+0.5 to 3.30.8 spikes/s; p<0.05) (Figure 6C and 6D). In contrast,
PIC reversed the inhibitory effect of PrL stimulation at S3 in 2 units but failed to significantly
increase the discharge rate (Figure 6C). Likewise, as also observed in IL-stimulated 5-HT

neurons, WAY-100635 failed to significantly change 5-HT neuron discharge in PrL (Figure 6D).

12
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Figure 6. Involvement of 5-HT1a and GABAx receptors in IL and PrL induced responses in DR
serotoninergic neurons. A) and B)protocol used to examined the responses of DR 5-HT
neurons to IL and PrL stimulation at increasing frequencies (S1: 0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA; S2: 10
Hz, 1 ms, 0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA) before and during WAY-100635 (5-HT1a-R
antagonist, 10 pg/Kgi.v.) (A) and picrotoxinine (PIC, GABAA-R antagonist, 2 mg/Kg i.v.)
(B)administrations. Note that both drugs were injected after S3 and the stimulation was
maintained for at least 200 s more, to evaluate drug effects. C) Picrotoxinine (PIC) and D) WAY-
100635 effects on IL and PrL induced responses at S3. Bars show the number of increased,
decreased and unaffected (NC) 5-HT neurons before and after PIC and WAY administrations
during S3 stimulations. Bar graphs indicate firing rate (spikes/s) for each stimulation site (IL
and PrL) and drug (PIC and WAY-100635). Note that the GABA, receptor antagonist PIC (but
not WAY-100635, 5-HT;a receptor blocker) totally changedthe effects on serotoninergic neuron
activity induced by IL stimulation at S3, increasing their firing discharge (p<0.05 vs IL (S3)).
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Representative recordings of the effects of PIC and WAY-100635 in IL- and PrL-

stimulated 5-HT neurons are shown in Figure 7.
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Figure 7. Mean frequency graphs showing spikes/s of representative recordings of DR 5-HT
neurons during IL and PrL stimulations at increasing frequencies (S1: 0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA;
S2: 10 Hz, 1 ms, 0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA) and pharmacological effects of picrotoxinine
(PIC, GABAA-R antagonist) (A) and (B) and WAY-100635 (5-HT1s-R antagonist) (C) and (D)
during S3. Note that PIC (but not WAY-100635) increases serotoninergic discharge during IL
stimulation above values at S3 (A).
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2.4 Modulation of 5-HT release in DR by electrical stimulation of IL and PrL

Next, we assessed the effect of IL or PrL electrical stimulation on extracellular 5-HT
concentrations in DR. This variable was used as a surrogate measure of the overall 5-HT
neurons activity in the area sampled by the microdialysis probes. Anesthesia conditions and
stimulation settings were the same as used in electrophysiological experiments. DR
extracellular 5-HT concentrations in basal conditions were 8.5+0.5 fmol/fraction (n=14). The
electrical stimulation of IL enhanced 5-HT release in the DR in a frequency-dependent manner,
to a maximum of237+32% of baseline at the 20 Hz (S3), while the stimulation of PrL elevated
the 5-HT release to 183+37% of baseline at the frequency 10 Hz (S2). Sixty min after the end of
the stimulation, extracellular 5-HT concentrations were further enhanced to 522+145% of
baselinein IL and 242+47% of baseline in PrL (Figure 8A and B) (Two-way ANOVA: stimulation
effect: F (16, 92) = 13,17, p< 0.0001; area effect: F (1, 12) = 3,784, n.s.; stimulation x area
interaction: F (16, 192) = 3,036; p< 0.001) (Figure 8A). Similar results were obtained when
AUCs (%) for each stimulation were considered (Two-way ANOVA; stimulation effect: F (3, 36)
= 11,67, p<0.0001; area effect: F (1, 12) = 2,609, n.s.; stimulation x area interaction: F (3, 36) =
3,187, p<0.05) (Figure 8B). In both cases, post-hoc differences between IL and PrL were found

after ending S3 stimulation.
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Figure 8. Effect of IL and PrL electrical stimulations (S1: 0.9 Hz, 0.2 ms, 1.7 mA; S2: 10 Hz, 1 ms,
0.5 mA; S3: 20 Hz, 1 ms, 0.5 mA) on extracellular 5-HT concentration in DR. A) Graph show
data as % of basal values averaged from 6 pre-stimulation. Note that both electrical
stimulations of IL and PrL enhances 5-HT release in the DR in a frequency-dependent manner.
More marked effects are found 30-60-min after the end of IL stimulation. B) Similar results are
found when data are treated as normalized areas under curve (AUC) corresponding to each
stimulation (S1-S3) and recuperation (R) periods. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs PrL.
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2.5 Modulation of 5-HT release in DR by optical stimulation of IL andPrL

Figure 9A shows representative coronal section of the rat brain at the level of AAV
injection site (mPFC) and at probe implant site (DR). Note the intense fluorescence in DR,

indicating a successful uptake and transport of AAV by mPFC-DR descending fibers.

In this set of experiments, basal 5-HT extracellular concentrations in DR were 8.0£1.3
fmol/fraction (n=10). The optical stimulation of IL increased the extracellular 5-HT
concentration to a maximum of 161+16% of baseline at the O3 (20 Hz) stimulation frequency,
while the stimulation of PrL at the same frequency elevated 5-HT at 129+11% of baseline.
Thirty min after ending the optical stimulations, extracellular 5-HT concentration in the DR was
further enhanced to 247+39% of baseline in IL and to 173+12% of baseline in PrL (Figure 9B
and 9C) (Two-way ANOVA: stimulation effect: F (13, 104) = 13,53, p< 0.0001; area effect: F (1,
8) = 5,388, p<0.05; stimulation x area interaction: F (13, 104) = 1,803, p=0.052) (Figure 9B).
Considering AUCs (%) for each stimulation period, significant differences were also found
(Two-way ANOVA,; stimulation effect: F (3, 24) = 14,86, p<0.0001; area effect: F (1, 8) = 5,723,
p<0.05; stimulation x area interaction: F (3, 24) = 0,8379, n.s.) (Figure 9C). In both cases, post-

hoc differences between IL and PrL 30 min after ending O3 stimulation were found.
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Figure 9. Effect of IL and PrL optical stimulations (O1: 1 Hz, O2: 10 Hz, O3: 20 Hz, 5 ms pulse
width, and ~5 mW) on extracellular 5-HT concentration in DR. A)Representative coronal slice
of the rat brain at the level of AAV injection site (mPFC) and at the probe implant site (DR).
Note the intense fluorescence in DR, indicating a successful uptake and transport of AAV by
mPFC-DR descending axons. B) Graph show data as % of basal values averaged from 6 pre-
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stimulation. Note that both optical stimulations of IL and PrL enhances 5-HT release in the DR
in a frequency-dependent manner. More marked effects are found 30-min after the end of IL
stimulation. B) Similar results are found when data are treated as normalized areas under
curve (AUC) corresponding to each stimulation (01-03) and recuperation (R) periods. * p<0.05
vs PrL.

3. Discussion

In the present study we investigated whether infralimbic (IL) and prelimbic (PrL) inputs
to the DR may elicit differential responses in 5-HT neurons, as suggested by the distinct role of
both mPFC subdivisions in emotional control (se Introduction). The study was also prompted
by previous data form our lab indicating that the acute stimulation of AMPA-R in IL evoked an
immediate antidepressant-like response in rats, associated to an enhancement of 5-HT release
[27,28]. Remarkably, neither effect occurred after the activation of AMPA-R in PrL. Both IL and
PrL electrical stimulations at low frequency (0.9 Hz) induced an overall inhibitory effect on the

DR serotonergic neurons.

Regional differences were found when IL and PrL were stimulated at higher
frequencies, representative of the phasic mPFC activity, with a higher percentage of
responding serotonergic neurons after IL than PrL stimulation (80% vs. 64% at 10 Hz; 86% vs.
59% at 20 Hz, respectively). A smaller regional difference was noted in the percentage of 5-HT
neurons inhibited by IL or PrL stimulation (45% vs. 27% at 20 Hz, respectively). The inhibitory
effect due to IL stimulation at 20 Hz does not appear to be mediated by 5-HTisautoreceptor
activation, as it was not reversed by WAY-100635. In contrast, it was sensitive to picrotoxinin,
consistent with the involvement of local GABAA-R inputs in the control of DR 5-HT neuron

activity [7,32].

Remarkably, electrical and optical stimulation of both areas enhanced 5-HT release in
DR, with a greater effect of IL versus PrL in controlling serotoninergic activity. Similar results

were obtained in a previous study from our group showing that the electrical stimulation of
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the mPFC enhanced the DR 5-HT release [7]. Here we also used optogenetic techniques to
provide an additional degree of selectivity in the study of the mPFC-DR pathway. Interestingly,
both the electrical and optical stimulation of IL resulted in a larger increase of 5-HT release in
the DR than the respective stimulation in PrL. To our knowledge, no previous study had shown
a differential role of IL and PrL in the control of DR serotonergic activity. Given the specific role
of IL (in rodent) and vACC (in humans) in emotional control and mood disorders, the present

study thereby improves our understanding of the neural circuits underlying mood disorders.

Interestingly, a very large proportion of DR serotoninergic neurons was sensitive to
both stimulation sites (91% to IL, 87% to PrL), indicating that both IL and PrL are key areas in
the control of serotonergic activity. This large proportion is consistent with the existence of a
large number of DR-projecting layer V pyramidal neurons in both mPFC subdivisions [10], yet
with distinct trajectories to the DR [9].Previous electrophysiological evidences demonstrated
that mPFC pyramidal neurons might activate or inhibit DR serotonin neurons [7]. Excitations
are monosynaptic and involve the activation of AMPA and N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptors on serotonin neurons [7,36], whereas inhibitions are mediated by two different
mechanisms, (i) a local negative feedback recruiting 5-HTia autoreceptors and (ii) the
activation of GABA interneurons in the DR by mPFC inputs and the subsequent inhibition of 5-
HT neurons [7,32,37,38]. Consistent with these previous studies, we found that both IL and PrL
stimulation at a low, resting frequency (0.9 Hz) inhibited a similar proportion of DR 5-HT

neurons (53% to IL, 48% to PrL).

In our first set of experiments, the same 5-HT neuron was stimulated twice (IL-to-PrL
and PrL-to-IL, same hemisphere) with a 2-min period between each manipulation.Surprisingly,
the second stimulation (either IL or PrL) induced a completely different pattern of response,
leaving almost half of the recorded neurons insensitive to the second stimulation. This

differential response to the 2" stimulation site does not appear to be an experimental artifact
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since the response was maintained after a 2™ stimulation from the same site (either IL or PrL).
Although we do not have a clear explanation for this observation, it may depend on the
intrinsic circuitry between IL and PrL. Anatomical [39] and electrophysiological [40,41]
evidence suggests a significant interaction between IL and PrL. Hence, IL and PrL exhibited
reciprocal layer V/VI connectivity [42—44] and the optical activation of IL pyramidal neurons
inhibited PrL pyramidal cells, indicating that IL output controls PrL output [40]. Disconnection
of IL and PrL disrupted neural rhythms within the mPFC [41] and increased interregional
synchrony between IL and PrL was found during fear extinction [44]. Taken together, these
data suggest a complex circuit-based system within the PFC that may affect the activity of layer
V neurons projecting to DR. However, the elucidation of the precise circuit

mechanismsrequires further research.

A key finding of our study is that IL and PrL exerted a differential control of DR
serotoninergic activity when stimulated at higher frequencies (10-20 Hz), representative of the
phasic activity of the mPFC. As summarized above, IL stimulation at 10 and 20 Hz significantly
modulated the activity of more DR 5-HT neurons than PrL stimulation at the same frequencies

(80% vs. 64% at 10 Hz; 86% vs. 59% at 20 Hz, respectively).

Interestingly, the mechanisms involved in the stimulation of DR 5-HT neurons by IL and
PrL appear to differ, with a more marked involvement of GABA neurons in the DR in the case
of IL, as suggested by their sensitivity to the GABAa-R antagonist picrotoxinin. Hence, in
addition to direct excitatory inputs onto 5-HT neurons [7], DR-projecting pyramidal neuronsin
IL would preferentially (compared to PrL pyramidal neurons) target GABAergic interneuronsin
the DR [7,32]. This view is also consistentwith previous reports demonstrating how high
frequency stimulation (HFS) of the rodent IL part of the PFC induced a preferential inhibitory
effect on DR neurons mediated by GABAx receptors [38,45]. Likewise, intra-DR administration

of GABA antagonists enhanced 5-HT cell firing and release [46,47].
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However, the 5-HT;4-R antagonist WAY-100635 was unable to augment the effect of IL
and PrL stimulation on DR 5-HT activity. This result was totally unexpected, given the marked
role of self-inhibitory mechanisms mediated by 5-HTiaautoreceptors in the control of DR 5-HT
neuronal activity and 5-HT release [7,48,49]. Hence, low-frequency stimulation of mPFC
inhibited a large proportion of DR 5-HT neurons via 5-HTiautoreceptor activation [7]. The
present results may indicate that stimulation at higher rates would overcome self-inhibitory
mechanisms mediated by 5-HT1a autoreceptors by increasing the excitation/inhibition ratio

within the DR.

The differential role of IL and PrL in the control of DR serotonergic activity is further
supported by in vivo microdialysis studies during electrical and optogenetic stimulation of IL
and PrL. We show that the stimulation of both areas enhanced 5-HT release in
DR.Remarkably, we found that viral mediated expression of ChR2 in excitatory pyramidal
neurons of IL and PrL induced robust ChR2 expression in terminal fields within the DR (see
Figure 9A). This observation confirmed the correct AAV infection site and further supports that
IL and PrL are key areas in the control of serotonergic activity, with a significantly greater

enhancement of DR 5-HT release after IL stimulation.

This finding adds to previous data confirming a relevant role for IL cortex in mood
disorders and antidepressant treatment [15,26,28,30,50-52]. In particular, the present data
agree with previous data from our laboratory showing that AMPA-R activation in IL (but not in
PrL) evoked fast and robust antidepressant-like effects in rats, depending on the activation of
descending excitatory pathways to the DR and the subsequent enhancement of serotonergic

neurotransmission [27,28].

Noteworthy, the increase of 5-HT release in DR induced by both electrical and
optogenetic stimulations persisted after cessation of the stimulation and increased over time.

Although the mechanisms involved in this long term potentiation- (LTP-) like effect remain to
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be determined, similar effects where found recording DR serotoninergic neurons before,
during and after IL high frequency stimulation [53].Interestingly, Haj-Dahmane and colleagues
(2017) reported on a novel mechanism for spike-timing-dependent LTP of glutamate synapses

onto rat DR 5-HT neurons [54].

We found that 5-HT release in DR was greater during electrical than optical stimulation
of IL and PrL. Electrical stimulation non-specifically activates multiple types of neuronsnear the
implant site, whereas optogenetic manipulation allows direct and selective activation in a
specific-cell manner. The stimulation of pyramidal neurons in IL and PrL projecting to other
brain regions that project further to the DR and modulate 5-HT neurons activity (e.g., lateral
hypothalamus, ventral tegmental area, locus coeruleus, etc.) [10] may partly explain the

observed differences.

The main limitation of the present workis the use of only male naive rats. Indeed, the
main purpose of this study was to investigate the differential control exerted by IL and PrL on
the serotoninergic activity in DR, according to the major role played by IL (in rodents) and
VAAC (in humans) in MDD and its treatment (see Introduction). However, the methods
employed, including the use of chloral hydrate anesthetized male naive rats, allowed a direct
comparison with previous studies [7,37] examining the action of PFC stimulation on DR
serotoninergic activity. An extension of the present observations to female ratsand rodent

MDD modelsis highly desirable.

Despite the above limitations, the present study highlights differential roles for IL and
PrL in modulating DR serotoninergic activity. More marked differences are found when the
stimulations are carried out at higher frequencies, representative of the phasic activity of
mPFC and/or the stimulation by glutamatergic agents involved in fast antidepressant actions.
Hence, IL induces a more marked modulation of DR serotonergic activity than PrL, consistent

with its denser projections to DR, compared to PrL [9]. Given the key role played by 5-HT in
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MDD treatment, and the key role of VACC (in humans) and IL (in rodent) in MDD and
antidepressant strategies, our data might be extremely helpful to clarify the neural circuitry

involved in these processes.

4. Materials and Methods

4.1 Animals

Male albino Wistar rats weighting 250-350 g were used (Charles River, France). Animals
were kept in a controlled environment (12 h light: 12 h dark cycle and 22 +2°C room
temperature), with food and water provided ad libitum. The experiments were conducted
according to the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Animals (Scientific
Procedure) Act 1986 and following the ARRIVE guideline (Kilkenny et al. 2010) during the
awake phase. Animal care followed European Union regulations (directive 2010/63 of 22
September 2010) and was approved by the Institutional Animal Care and Use Committees.
Stereotaxic coordinates (in mm) were chosen from bregma and skull (or brain surface) in
accordance with the rat atlas of Paxinos and Watson (2005)[55]. All experiments were
carried out in rats under chloral hydrate anaesthesia (induction: 400 mg/kg; maintenance:

50-70 mg/kg/h using a perfusion pump).

4.2 Drugs

8-OH-DPAT (5-HT1a-R agonist, 30 pg/Kg), WAY-100635 maleate (5-HT:a-R antagonist, 10
ug/Kg), Picrotoxinin (GABAA-R antagonist, 2 mg/Kg) were from Sigma/RBI (Natick, MA). 8-
OH-DPAT and WAY-100635 were dissolved in saline and stored at -20°C until use.
Picrotoxinin was dissolved in 10% DMSO and prepared on the day of experiments. Doses

are expressed as free bases and were chosen according to previous works from our lab and
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others [7,37,56]. Both compounds were injected intravenously (i.v.) through the femoral

vein at the volume of 1 mL/kg.
4.3 In vivo Electrophysiology

Single unit extracellular recordings of DR 5-HT neurons in anaesthetized rats were
performed with a glass micropipette filled by as previously described [7,11]. One or two
stimulation bipolar electrodes were stereotaxically implanted in each animal in IL (AP +
3.0, L -0.5, DV-5.4) and/or PrL (AP +3.5, L-0.7, DV-3.8) (DV from skull) in the same
hemisphere. Serotonergic neurons from DR were recorded during descending tracks
performed at the following coordinates (AP -7.6, L -2.2, DV — 5.4 to -7 from brain surface,
with a lateral angle of 20?) and identified according to previously described
electrophysiological criteria [7]. 5-HT neurons have a regular firing rate with low
frequencies (0.3- 3 Hz; Mean = 1.1Hz) and were inhibited by the 5-HT:4-R agonist 8-OH-
DPAT (30 pg/Kg) (Supplemental Figure S2). Once a spontaneously active 5-HT neuron was
found, its discharge was recorded for at least 120 s (basal activity). Then, IL and/or PrL
were stimulated at low frequency (S1: 0.9 Hz, 1.7 mA, 0.2 msec square pulses) during 200-
300 s.In some neurons, the response to higher frequencies and lower intensity IL or PrL
stimulation during 200 s was also assessed using the following settings (S2: 10 Hz, 0.5 mA,
1msec square pulses; S3: 20 Hz, 0.5 mA, 1msec square pulses). Time between stimulations

was 120s.

The involvement of 5-HT1a-R and GABAA-R in the responses induced by IL and PrL
stimulation on DR 5-HT neurons was also studied. Thus, WAY-100635 or picrotoxinin were
injected after 200 s of S3 stimulation and the stimulation was maintained for at least 200

more seconds.

After completion of experimental procedures, rats were euthanized by an

anaesthetic overdose and brains were rapidly removed to verify the stimulation sites.
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4.4 In vivo microdialysis during electrical or optical stimulation

4.4.1 Electrical stimulation

A first group of animals (n=14), was stereotaxically implanted with one stimulating
electrode (in IL or PrL) at the same coordinates used for electrophysiological studies.

Stimulation settings (S1, S2 and S3) were also as described above.

4.4.2  Adeno-associated virus (AAV) injection and optical stimulation

A second group of rats (n=10), was injected with an adeno-associated virus (AAV)
containing Channelrhodopsin  (ChR2) under CaMKIl promoter (AAV1-CaMKlla-
hChR2(H134H)-eYFP-WPRE.hGH; AAV-ChR2) under isofluorane anesthesia (5% induction,
and 2% maintenance) four weeks before microdialysis procedures. Meloxicam (2mg/Kg
s.c.) was administrated 30 min before surgery. Virus production, amplification, and
purification were performed by University of Pennsylvania-Penn Vector Core (titers: ~1 x
1012 genomic particles/mL) and a volume of 1 pL of corresponding viral constructs was
injected in the mPFC (0.5 pL in PrL and 0.5 in IL, same coordinates as above) by a 5 puL
Hamilton syringe with a 33 gauge needle at 0.1 uL/min. The injection needle was left for an

additional 5 min period to allow diffusion of virus particles and avoid reflux.

Four weeks after AAV injection, fiber-optic cannulas (MFC_200/240—
0.22_3.5_ZF1.25_FLT; Doric Lenses) were placed in IL or PrL. The blue light was delivered
from 473 nm diode-pumped solid-state blue laser (Laserglow) at 1 Hz (O1), 10 Hz (O2) and
20 Hz (03), 5 ms pulse width, and ~5 mW (measured at the end of the patchcord) using a

custom-made waveform generator (Arduino).

4.4.3 Image acquisition and analysis

Tissue sections were imaged using an inverted Nikon Eclipse Ti2-E microscope (Nikon

Instruments) attached to the spinning disk unit Andor Dragonfly 200 (Oxford Instruments).
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For all experiments a Plan Apochromatic 10x, numerical aperture (NA) 0.45, was used.
High-precision motorized stage was used to collect the large-scale 3D mosaics of each
tissue section. Individual image tiles were 2048 x 2048 pixels. Samples were excited with
405 nm and 488 nm laser diodes. The beam was coupled into a multimode fiber going
through the Andor Borealis unit reshaping the beam from a Gaussian profile to a
homogenous flat top. From there it was passed through the 40 um pinhole disk. Tissue
sections were imaged on a high resolution scientific complementary metal oxide
semiconductor (SCMOS) camera (Zyla 4.2, 2.0 Andor, Oxford Instruments Company).
Fusion software (Andor, Oxford Instruments Company) was used for acquisition and for
image processing before analysis. Image stitching and deconvolution were performed
using Fusion software (Andor, Oxford Instruments Company). Image analysis was

performed with Image J/Fiji open source software (Wayne Rasband, NIH, USA).

4.4.4  In vivo microdialysis

Extracellular 5-HT concentrations in DR during electrical or optical stimulation of IL or PrL
were measured by in vivo microdialysis as previously described (Celada et al., 2001) under
chloral hydrate anaesthesia. Briefly, one concentric dialysis probe (Cuprophan; 1.5 mm-
long) was fixed in the DR (AP -7.6, L-2.2, DV-7.2 from skull, with a lateral angle of 209). The
probe was continuously perfused with artificial cerebral spinal fluid (aCSF) at 3.28 pl/min
and 10 min fractions were collected. After six basal samples (without any stimulation), two
fractions were collected during IL or PrL electrical or optical stimulation. Once the last
stimulation was terminated, six or three more samples (with no stimulation) were
collected for electro- or opto- microdialysis, respectively.5-HT concentrations were
analysed by high-performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical

detection (Waters 2465) at +0.75 V with a detection limit of 1-2 fmol/sample.

4.5 Data and Statistical Analysis
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The responses in DR 5-HT neurons elicited by IL or PrL electrical stimulation at low
frequencies (0.9 Hz, S1) were characterized by measuring the magnitude and duration of
inhibitory and excitatory responses from peristimulus-time histograms (PSTH) (4 ms width)
as previously described [7,37]. The following responses were identified: (1) Orthodromic
activation (OA): orthodromic excitations elicited spikes with short and variable latencies
and a post-stimulus firing rate greater than the mean pre-stimulus firing rate plus 2 times
the standard deviation during at least 4 bins [7,37]. The success rate in orthodromic
activations was calculated as the number of spikes during the excitation period divided by
the number of triggers. (2) Inhibition: The onset of the inhibition was defined by either a
total cessation of spikes for at least four successive bins (4 msec width) or a 75% decrease
in the number of spikes with respect to the pre-stimulus value. The offset of the inhibition
was defined as the first of four bins equal to or above the pre-stimulus value. The
magnitude of the inhibition was calculated as the percentage of firing versus the pre-
stimulus (200 ms) firing rate. (3) Orthodromic activation followed by inhibitory (OA+l). (4)
Inhibition followed by orthodromic activation (I+OA). (5) Besides, some 5-HT neurons did
not respond to IL or PrL stimulation (unaffected, UN). To compare the effects elicited by IL
and PrL electrical stimulation at different frequencies on DR 5-HT neurons, firing rate
(spikes/s) was also calculated before and during (3 min) electrical stimulations. 5-HT
neuron activity was considered increased (or decreased) if the firing rate was 215% (or
<15%) of basal values, respectively. 5-HT extracellular concentrations in DR were
expressed as fmol per fraction.

Microdialysis results are given as percentage (%) of basal values, averaged from 5 pre-
stimulation samples and also as normalized areas under curve (AUC %) corresponding to
every stimulation period.

Data were expressed as the mean = SEM. Statistical analysis was carried out using

GraphPad Prism 6. Chi-square, Student’s t-tests for dependent or independent samples
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and 2-way ANOVAs (area and stimulation as factors) for repeated measures following by
Bonferronipost-hoc test were used, as appropriate. Statistical significance has been set at

the 95% confidence level (2 tailed).
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Supplemental Figure S1. Al and Bl:Schematic representation of the protocol used for
studying the response of the same dorsal raphe (DR) 5-HT neurons to a second stimulation
from the same site (prelimbic, PrL; infralimbic IL) using S1 stimulation settings (0.9 Hz, 0.2 ms,
1.7 mA). Note that all neurons maintained the response type during the 2" stimulation from
the same site. Abbreviations: | (inhibitions), OA+l (orthodromic activation followed by
inhibitions), UN (unaffected). A2 and A3 show the response of a 5-HT neuron to PrL (1% and
PrL (2™) stimulation, respectively. B2 and B3 show the response of a 5-HT neuron to IL (1*!) and
IL (2™) stimulation, respectively.
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Supplemental Figure S2. Representative example of a serotoninergic neuron recorded from
dorsal raphe (DR) nucleus. Note its constant firing properties(around 1 Hz) in basal conditions.
Pharmacological identification was also performed by administrating the 5-HT1a-R agonist 8-
OH-DPAT and, subsequently the 5-HT1a-R antagonist WAY-100635. As expected, 8-OH-DAP
administration inhibited the firing properties of the recorded neuron and the blockade of 5-
HT1a-R induced by WAY-100635 reversed the effect.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The central serotoninog receptor (5-HT»sR) modulates 5-HT and dopamine (DA) neuronal function in the

5-HT2p receptor mammalian brain and has been suggested as a potential target for the treatment of neuropsychiatric disorders

Dorsal m{’he ““de_“s involving derangements of these monoamine systems, such as schizophrenia, cocaine abuse and dependence and

ls:‘::::i:‘sr:::;mnry major depressive disorder. Studies in rats and mice yielded contrasting results on the control of 5-HT/DA net-

Rat works by 5-HT2gRs, thereby leading to opposite views on the therapeutic potential of 5-HT2sR agents for treating

Mouse the above disorders. These discrepancies may result from anatomo-functional differences related to a different
cellular location of 5-HT,gRs in rat and mouse brain. Using immunohistochemistry, we assessed this hypothesis
by examining the expression of 5-HTogRs in 5-HT and GABAergic neurons of rats and mice within different
subregions of the dorsal raphe nucleus (DRN), currently considered as the main site of action of 5-HT,5 agents.
Likewise, using in vivo microdialysis, we examined their functional relevance in the control of DRN 5-HT outflow,
a surrogate index of 5-HT neuronal activity.

In the DRN of both species, 5-HT,gRs are expressed in 5-HT cells expressing tryptophan hydroxylase 2 (TPH,),
in GABAergic cells expressing glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67), and in cells expressing both markers
(GADG67 & TPHo; i.e., GABA-expressing 5-HT neurons). The proportion of 5-HTgR-positive cells expressing only
TPH, was significantly larger in mouse than in rat DRN, whereas the opposite holds true for the expression in
cells expressing GAD67 & TPH,. No major species differences were found in the dorsal and ventral subregions. In
contrast, the lateral subregion exhibited large differences, with a predominant expression of 5-HT2gRs in TPH»-
positive cells in mice (67.2 vs 19.9 % in rats), associated with a lower expression in GAD67 & TPH, cells (7.9 % in
mice vs 41.5 % in rats). Intra-DRN (0.1 pM) administration of the preferential 5-HT2sR agonist BW 723C86
decreased and increased DRN 5-HT outflow in rats and mice respectively, both effects being prevented by the
intra-DRN perfusion of the selective 5-HT»gR antagonist RS 127445 (0.1 pM).

Altogether, these results show the existence of anatomical differences in the cellular expression of 5-HTogRs in
the rat and mouse DRN, which translate into an opposite control of 5-HT outflow. Also, they highlight the
relevance of the subset of GAD67-positive 5-HT neurons as a key factor responsible for the functional differences
between rats and mice in terms of 5-HT neuronal activity modulation.

1. Introduction established as a modulator of serotonin (5-HT) and dopamine (DA)
neuronal function in the mammalian brain (Cathala et al., 2019; Dev-
The central serotoninergicop receptor (5-HT2sR) is now well- roye et al., 2017, 2018; Maroteaux et al., 2017). Rat studies have shown
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that 5-HTogRs are located on GABAergic neurons in the dorsal raphe
nucleus (DRN), and exert an indirect GABA-mediated tonic inhibitory
control of 5-HT neurons innervating the medial prefrontal cortex
(mPFC) (Cathala et al., 2019). The functional interplay between DRN 5-
HT,gRs and mPFC 5-HT, 4Rs is responsible for a tonic inhibitory and
excitatory modulation of the mesocortical and the mesoaccumbal DA
pathways, respectively (Devroye et al., 2017).

An entirely different picture is shown by studies in mice, where 5-
HT,gRs are localized in DRN 5-HT neurons (Diaz et al., 2012) and exerta
direct positive control on 5-HT neuron activity by regulating extracel-
lular 5-HT levels via an interaction with the 5-HT transporter (Belmer
etal, 2018; Launay et al., 2006). Furthermore, 5-HT2sRs are located on
a subset of DA neurons of the ventral tegmental area (VTA) and exert a
direct modulatory control of DA neuron activity, as well as an indirect
control of DA transmission in DA-innervated brain regions (Doly et al.,
2017).

Not surprisingly, these studies in rats and mice led to opposite views
on the therapeutic potential of 5-HT»sR agents for the treatment of
neuropsychiatric disorders related to 5-HT/DA dysfunction, such as
schizophrenia, major depression or cocaine abuse and dependence
(Cathala et al., 2019, 2020; Devroye et al., 2017, 2018; Diaz et al., 2012;
Doly et al., 2017; Hamati et al., 2020; Pitychoutis et al., 2015). As dis-
cussed elsewhere (Devioye et al., 2018), these discrepancies could be
partly explained by the use of knockout models which, given the neu-
rodevelopmental role of 5-HTogRs (Pitychoutis et al., 2015), may not
reflect its physiological role but rather developmental adaptive changes
triggered by the persistent deletion of the receptor. Moreover, anatomo-
functional differences related to a different cellular location of 5-HT35Rs
in the rat and mouse brain may also account (Cathala et al., 2019).

In this regard, we designed the present study to assess potential
species differences in the cellular location of 5-HT,gRs within the DRN
that may account for the aforementioned discrepancies. To this end,
using immunohistochemistry, we examined the expression of 5-HT2gRs
in 5-HT and GABAergic neurons within different subregions of the DRN.
GABA and 5-HT neurons were identified by using two well-known an-
tibodies against glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67) and trypto-
phan hydroxylase 2 (TPHz), respectively, the phenotypical markers of
these neuronal populations (Ju et al., 2020; Kuhn et al., 2011; Ling et al,,
2005; Murphy et al., 2008; Varea et al., 2005). Also, using in vivo
microdialysis, we examined their functional consequences in terms of
the control of DRN 5-HT outflow, used as suwrrogate index of 5-HT
neuronal activity.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male and female Sprague-Dawley rats (8 weeks old; IFFA CREDO,
Lyon, France) and male and female 12952/SvPas mice (8-9 weeks old;
Janvier, Le Genest Saint Isle, France) were used for immunohisto-
fluorescence experiments. Given the comparable expression of 5-HT2gRs
in DRN cells in both genders (see below), and in order to reduce po-
tential variability of drug effects due to estrous cycle, only male rats and
mice were used in microdialysis experiments. Animals, housed in col-
lective plastic cages (4-6 animals per cages) were kept at constant room
temperature (21 + 2 °C) and relative humidity (60 %) with a 12 h light/
dark cycle (dark from 20:00 h), and had free access to water and food.
Animals were acclimated to the housing conditions for at least one week
prior to the start of experiments. All experiments were conducted during
the light phase of the light-dark cycle. Animal use procedures were
approved by the local ethical committee of the University of Bordeaux
(experimental protocol number A11356) and conformed to the Inter-
national European Ethical Standards (2010/63/EU) and the French
National Committee (décret 87/848) for the care and use of laboratory
animals. All efforts were made to minimize animal suffering and to
reduce the number of animals used.
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2.2. Drugs

The following compounds were used: the 5-HT,gR antagonist RS
127445.HCl  (2-amino-4-(4-fluoronaphth-1-yl)-6-isopropylpyrimidine
hydrochloride), the 5-HT»gR agonist BW 723C86, a-methyl-5-(2-thie-
nylmethoxy)-1H-indole-3-ethanamine hydrochloride, purchased from
R&D Systems (Abingdon, UK); the nonsteroidal anti-inflammatory drug
Meloxicam (METACAM® 2 mg/ml), and the local anesthetic lidocaine
(Lurocaine® 20 mg/ml) purchased from Centravet (Dinan, France). All
other chemicals and reagents were the purest commercially available
(VWR, Strasbourg, France; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France).

2.3. Pharmacological treatments

RS 127445 and BW 723C86 were first dissolved in a 0.3 % Tween 80
distilled water solution to obtain a 500 pM concentration, and then
further diluted to the required concentration (0.1 pM) with artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) just before their intra-DRN administration by
reverse dialysis. Drug concentration and pretreatment administration
time were chosen according to their pharmacodynamic properties
(Bonhaus et al., 1999; Cussac et al., 2002) and on the basis of previous
studies reporting their selectivity for the 5-HTogR at the concentrations
used (Auclair et al., 2010; Doly et al., 2008). In each experimental
group, animals received either drugs or their appropriate vehicle, ac-
cording to a randomized design.

2.4. Immunofluorescence procedures

Rats and mice were deeply anesthetized (Exagon, 200 mg/kg, Cen-
travet) and transcardially perfused with phosphate-buffered solution
(PBS) containing 4 % paraformaldehyde. Dissected brains were post-
fixed with PBS with 4 % paraformaldehyde at 4 °C for 4-5 h, cry-
oprotected in PBS with 30 % sucrose and stored at —80 °C. Coronal
sections of the DRN (30 pm thickness) were made using a CM3050 S
cryostat (Leica Biosystem, Wetzlar, Germany) and stored in PBS at 4 °C.

Triple immunolabelling of 5-HT25R, GABA neurons (GAD67-posi-
tive) and 5-HT neurons (TPHa-positive) was performed by using a
sequential immunofluorescence procedure. After washing in PBS, free-
floating brain sections were incubated in blocking solution containing
5 % normal goat serum (NGS) and 0.5 % Triton X100 in PBS for 1 h at
room temperature (RT). Subsequently, they were incubated with the
primary antibody, rabbit polyclonal anti-5HT:gR (ASR-035, 1:250;
Alomone labs, Jerusalem, Israel), diluted in blocking solution at 4 °C
overnight. Sections were washed in PBS and incubated with secondary
antibody, Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG (A-11011, 1:1000;
ThermoFischer scientific; France) at 1:1000 in blocking solution, for 2h
at RT. Following this initial labelling, sections were fixed by incubating
15 min at RT in PBS containing 4 % paraformaldehyde. After washing
with PBS, sections were simultaneously incubated with primary anti-
bodies, mouse monoclonal anti-GAD67 (MAB5406, 1:1000; MerckMil-
lipore, France) and rabbit polyclonal anti-TPH, (ABN60, 1:2000;
MerckMillipore) diluted in blocking solution at 4 °C overnight. There-
after, sections were washed in PBS and simultaneously incubated with
the following fluorescent secondary antibodies: Alexa Fluor 488 goat
anti-mouse IgG (A-11001, ThermoFischer scientific) and Alexa Fluor
633 goat anti-rabbit IgG (A-21070, ThermoFischer scientific) both
diluted at 1:1000 in blocking solution, for 2 h at RT, washed and
mounted on glass slides in anti-fade mounting medium with DAPI (4',6-
diamidino-2-phénylindole; Vectashield Vibrance, H-1800, Eurobio sci-
entific, France). The labelling of cell nuclei with DAPI helped to better
determine cellular profiles and improved cell counting (see Supple-
mentary Fig. S§1).

Mouse monoclonal anti-GAD67 and rabbit polyclonal anti-TPH,
primary antibodies used in this study were validated and widely used in
previous publications (Ju et al., 2020; Kuhn et al., 2011; Ling et al.,
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2005; Murphy et al., 2008; Varea et al., 2005). Primary antibody rabbit
polyclonal anti-5HT2sR was also previously used (Akyuz et al., 2021;
Chang et al,, 2016) and its specificity was confirmed by a pre-absorption
test according to the manufacturer information.

2.5. Cell counting

Confocal images were generated using a Leica SPE 1 confocal mi-
croscope equipped with four lasers (405, 488, 561, and 635 nm). Sec-
tions (n = 6 animals, 3 males and 3 females, 4 sections per animal, 24
sections for each DRN subregion) were imaged using sequential scan-
ning, first with 10x dry objective then with 20x oil-immersed objective
(2.0x zoom). Image processing was done in Fiji ImageJ (Schindelin
et al, 2012) and included the use of background subtraction via the
rolling ball method. Identical parameters for background subtraction
were chosen for all images, which were directly compared with each
other. In order to quantify cell density, regions of interest (ROI) in Z-
projection images were measured in Fiji and cell number within the ROI
was counted using the Stardist plugin. SHT2gR-positive cells determined
through the application of a detection threshold were counted in the
respective ROL For colocalization analysis, by using colocalization
plugin only SHT,gR-positive cells with a threshold of >10 pixels co-
localizing with TPH, and/or GAD67 labelling were taken into account.

2.6. Microdialysis and 5-HT assay

Surgery and perfusion procedures were performed as previously
described (Cathala et al., 2019, 2020) with minor modifications. For all
experiments, the microdialysis probe (CMA/11, cuprophan, 240 pm
outer diameter, Carnegie Medicin, Phymep, France) was 1 mm length.
Stereotaxic coordinates were chosen according to the atlas of Paxinos
and Watson (2005) and Paxinos and Franklin (2001) for rats and mice
respectively. Rats and mice were anesthetized with 3 % isoflurane, and
placed in a stereotaxic frame. The microdialysis probe was implanted
into the DRN (coordinates, in mm, relative to the interaural point, 20°
lateral from vertical: for rats AP = 1, L = —1.5, V = 4.1; for mice AP =
—0.8, L = —1.3, V = +4.1). After the surgery, the percentage of iso-
flurane was adjusted to 1.5 % until the end of the experiment. Probes
were perfused at a constant flow rate (0.5 pl/min), by means of a
microperfusion pump (CMA 111, Camegie Medicin, Phymep), with
aCSF containing (in mM): 147 Nacl, 4 KCl, 2.2 CaCl,, pH 7.4. Phar-
macological treatments (see Section 2.3 for details) were performed 120
min after the beginning of the perfusion (stabilization period). 5-HT
outflow was monitored during 120 min after the last drug injection.
Dialysates were collected in a refrigerated fraction collector (MAB 85
Microbiotech, Phymep) every 20 min.

At the end of each experiment, the animal was deeply anesthetized
with a pentobarbital overdose (Exagon, 200 mg/kg, Centravet), and its
brain was removed and fixed in NaCl (0.9 %)/paraformaldehyde solu-
tion (10 %). Probe location into the DRN was determined histologically
on serial coronal sections (60 pm) stained with cresyl violet, and only
data obtained from animals with correctly implanted probes were
included in the results. After collection, dialysate samples were imme-
diately analyzed with a high-performance liquid chromatography
apparatus (Alexys UHPLC/ECD Neurotransmitter Analyzer, Antec, The
Netherlands), equipped with an autosampler (AS 110 UHPLC cool 6-PV,
Antec), as previously described (Cathala et al., 2019, 2020). The mobile
phase [containing (in mM) 100 phosphoric acid, 100 citric acid, 0.1
EDTA.2H,0, 1.1 octanesulfonic acid:-NaCl plus 6 % acetonitrile,
adjusted to pH 6.0 with NaOH solution (50 %)] was delivered at 0.070
ml/min flow rate with a LC 110S pump (Antec) through an Acquity
UPLC BEH column (C;g; 1 % 100 mm, particle size 1.7 pm; Waters, Saint-
Quentin en Yvelynes, France). Detection of 5-HT was carried out with an
electrochemical detector (DECADE I1, Antec) with a VT-03 glassy carbon
electrode (Antec) set at +460 mV versus Ag/AgCl. Output signals were
recorded on a computer (Clarity, Antec). Under these conditions, the
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retention time for 5-HT was 4-4.5 min. and the sensitivity was 50 pM
with a signal/noise ratio of 3:1. The 5-HT content in each sample was
expressed as the percentage of the average baseline level calculated from
the three fractions preceding the first drug administration. Data corre-
spond to the mean + S.E.M. of the percentage obtained in each experi-
mental group.

2.7. Statistics

Statistical analysis was carried out by Statistica 8.0 for Windows
(Statsoft, Maisons-Alfort, France) and GraphPad Prism 6.0 (GraphPad,
San Diego, CA, USA). Differences between males and females (Fig. 1b)
were first assessed by a Shapiro-Wilk test to assess the normal distri-
bution of the variable (p > 0.05; not significant) and then by using a one-
way ANOVA with group as a main factor.

Differences between species for each labelling (Figs. 3 and 4) or for
GAD67/TPH, ratio (Fig. 5) were evaluated by a one-way ANOVA using
groups as the main factor when variables were normally distributed
(Shapiro-Wilk test; p > 0.05, NS). If variables were not normally
distributed (Shapiro-Wilk test; p < 0.05), comparisons were performed
using the Mann-Whitney U test.

Chi-Square tests were performed to evaluate the differences in the
distribution of co-localization percentages between 5-HT5g-positive cells
and GAD67, TPH,, or GAD67 & TPH, staining in rat and mouse DRN (pie
charts, Figs. 3 and 4).

The effect of RS 127445 (pretreatment) on BW 723C86 (treatment)
after their intra-DRN administration on 5-HT outflow (Fig. 6) was
analyzed by a multifactorial ANOVA with pretreatment and treatment as
the between-subject factors, and time as the within-subject factor
(including values from time —20 to time 120 min). In each microdialysis
experiment, statistical differences in basal 5-HT values among groups
were assessed by a one-way ANOVA using group as a main factor.
Finally, in microdialysis experiments, when multifactorial ANOVA re-
sults were significant (p < 0.05), the Newman-Keuls post-hoc test was
performed to allow adequate multiple comparisons between groups.

3. Results
3.1. Expression of 5-HT2gRs in rat and mouse DRN

Fig. la shows the 5-HT,gR labelling (in red) in rat and mouse DRN
and the specificity of the used antibody. Indeed, as illustrated in the
right panel, 5-HT2sR labelling was abolished when the antibody was
pre-incubated with the blocking peptide.

To further support its specificity, we examined the labelling by the 5-
HT,sR antibody in two rat brain areas known to express (prefrontal
cortex; Duxon et al., 1997) or not to express 5-HTzsRs (visual cortex;
Cathala et al., 2019). These cortical areas were used as positive and
negative controls for 5-HTgR labelling. As shown in Fig. S2, 5-HTasR
labelling was largely present in the PFC, and absent in the visual cortex,
in agreement with the above mentioned studies (Cathala et al., 2019;
Duxon et al., 1997). Despite the existence of 5-HT2sR knockout mice,
these are not advisable to test the specificity of the antibody since the
truncated receptor protein existing in knockout mice (Nebigil et al |
2000) contains the N-terminal region targeted by the antibody (https
://www.alomone.com/p/anti-5-hydroxytryptamine-receptor-2b-extra
cellular/ASR-035).

Statistical analysis revealed no difference in the percentage of 5-
HT,gR positives cells between male and female in both rats and mice
(Fig. 1b; for rat: Fgroup(1,4) = 1.27; NS; for mouse: Fyroup(1,4) = 5.36; NS;
ANOVA). In addition, as shown in the pie charts (Fig. 1¢), there was no
difference in the percentage of expression of 5-HT2sRs between the two
species (Fig. 1¢; X2 (1) = 0.389; NS; Chi-square test). These results
allowed us to pool male and female animals for further immunohisto-
chemical studies.
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Fig. 1. Expression of serotonin.g (5-HT2s) receptors in rat and mouse dorsal raphe nucleus (DRN). (a) Schematic diagrams, taken from the Paxinos and Watson
( ) atlas of rat brain and the Paxinos and Franklin (2001) atlas of mouse brain, showing the anatomical localization of the DRN in rat and mouse brains, as used

for the identification and quantification of 5-HT .,y receptor. Right panels: Coronal sections at DRN level showing the localization of 5-HT, 5 receptor-positive cells (in
red) in the different subregions of the DRN of rat and mouse, respectively. Shown is also the displacement of the immunofluorescent label by the pre-incubation of the
sections with the 5-HT,y receptor blocking peptide. (b) Bar graphs showing the mean + SEM % of 5-HT,y receptor positive cells in the DRN of male and female rats
and mice (n = 3/group) (c) Pie charts showing the percentage of cells expressing the 5-HT.,g receptor in rat and mouse DRN (n = 6 for rats and mice, males and
females together). DRND: dorsal raphe nucleus dorsal part; DRNV: dorsal raphe nucleus ventral part, DRNL: dorsal raphe nucleus lateral part. Scale bar: 100 pm.

3.2. Co-expression of 5-HT,gR with TPH, and/or, GAD67-expressing
cells in rat and mouse DRN

Fig. 3 illustrates the percentage of colocalization of 5-HTygRs with
TPH,, GAD67 or GAD67 & TPH,-expressing cells in rat and mouse DRN.
The representative individual labelling of each marker is shown in
Fig. 2a and b for rats and mice respectively (panel I-IV). Statistical
analysis revealed a significant difference in the percentage of co-
expression of 5-HTogRs with GAD 67-positive neurons (p < 0.01;
Mann-Whitney U test), TPH,-positive neurons (p < 0.05; Mann-Whitney
U test) and GAD67 & TPH; positive neurons (p < 0.001 Mann-Whitney
U test) between rats and mice. No significant difference was found in the
percentage of colocalization of 5-HT»sR with other cell types between
two species (Fgroup(1,34) = 3.01; NS; ANOVA). In addition, statistical
analysis of pie charts revealed significant differences in the distribution
of co-expression percentages between 5-HT,sR positive cells and
GAD67, TPH2 or GAD67 & TPH> staining in the rat and mouse DRN x>
(3) =15.8; p < 0.001; Chi-square test). Interestingly, the proportion of
cells co-expressing 5-HTogRs and GAD67 & TPH, labelling is greater in
rats than in mice (19.7 % versus 4.0 %, respectively). On the other hand,

the proportion of cells co-expressing 5-HTogRs and TPH, or GAD 67
alone is higher in mice than in rats (TPHz: 67.1 % versus 47.2 %, GAD67:
3 % versus 1.3 %, respectively).

3.3. Co-expression of 5-HT2gRs with TPH, and/or GAD6 7-containing
cells in rat and mouse DRN subregions

Fig. 4 shows the percentage of colocalization of 5-HT2sR with TPHa,
GAD67 or GAD67 & TPH,-positive cells in rat and mouse DRN sub-
regions. Representative individual labelling of each marker used to
conduct quantitative studies is shown in Fig. 2a and 2b for rats and mice
respectively, and at higher magnification in panels A1-A4 (DRND; dorsal
DRN); B1-B4 (DRNV; ventral DRN) and C1-C4 (DRNL; lateral DRN).

In the DRND (Fig. 4a), statistical analysis revealed a significant dif-
ference in the percentage of co-expression of 5-HT»Rs with TPH,-con-
taining neurons (Fgroup(1,10) = 10.27; p < 0.01; ANOVA) and GAD67 &
TPH2-positive neurons (Fgroup(1,10) = 37.76; p < 0.001; ANOVA) be-
tween rats and mice. However, there was no statistical difference be-
tween the two species in the percentage of colocalization of 5-HTogRs
with GAD67-positive neurons (Fgoup(1,10) = 0.79; NS; ANOVA) and
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Fig. 2. Expression of serotonin,g (5-HT,g) receptors in tryptophan hydroxylase 2 (TPH,)- and glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67)-expressing cells in dorsal
raphe nucleus (DRN) subregions of rats (a) and mice (b). Left panels are confocal images illustrating 5-HT,g receptor (I, red), TPH, (II, cyan) and GAD67 (III, green)
labelling alone and their overlay (IV). Right panels show the labelling of 5-HT,g receptors (A1-C1, red), TPH, (A2-C2, cyan) and GAD67 (A3-C3, green) and their
overlay (A4-C4) in the different subregions of the DRN, as shown in IV, at higher magnification: dorsal part (A1-A4, DRND), ventral part (B1-B4, DRNV) and lateral
part (C1-C4, DRNL). Aq: aqueduct, scale bars: I-IV: 100 pm; A1-A4, B1-B4 and C1-C4: 20 pm.

other unidentified cell types (Fgroup(1,10) = 3.99; NS; ANOVA). Statistical
analysis of pie charts revealed no significant difference in the distribu-
tion of co-expression percentages between 5-HTogR positive cells and
GAD67, TPH, or GAD67 & TPH, staining in the rat and mouse DRND (X>
(3) =6.83; NS; Chi-square test).

In the DRNV (Fig. 4b), statistical analysis revealed a significant dif-
ference in the percentage of co-expression of 5-HT,gRs with GAD 67-
containing newrons (Fgroup1,10) = 19.56; p < 0.01; ANOVA) and
GAD67 & TPHj-positive neurons (Fgroup(1,10) = 39.17; p < 0.001;
ANOVA) between rats and mice. However, there was no statistical dif-
ference between the two species in the percentage of colocalization of 5-
HT3gR with TPH,-positive neurons (Fgroup(1,10) = 0.02; NS; ANOVA) and
other cell types (NS, Mann-Whitney U test). Statistical analysis of pie
charts revealed no difference in the distribution of co-expression per-
centages between 5-HT,gR positive cells and GAD67, TPH, or GAD67 &

TPHj staining in the rat and mouse DRNV (X2 (3) =7.32;NS; Chi-square
test).

In the DRNL (Fig. 4c), statistical analysis revealed a significant dif-
ference in the percentage of co-expression of 5-HT»gRs with TPH,-pos-
itive neurons (Fgroup(1,10) = 47.06; p < 0.001; ANOVA) and GAD67 &
TPHa-positive neurons (p < 0.01; Mann-Whitney U test) between rats
and mice. There was no statistical difference in the percentage of
colocalization of 5-HTosRs with GAD 67-positive neurons (Fgroup(1,10) =
0.50; NS; ANOVA) and other cell types between the two species (Fgroup
(1,10) = 4.95; NS; ANOVA). However, statistical analysis of pie charts
revealed a significant difference in the distribution of co-expression
percentages between 5-HTogR positive cells and GAD67, TPH, or
GAD67 & TPH, staining in the rat and mouse DRNL (X2 (3) =52.09; p<
0.0001; Chi-square test). Indeed, the proportion of cells co-expressing 5-
HT.sRs and GAD67 & TPH, labelling is greater in rats than in mice
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Fig. 3. Co-expression of serotonin,g (5-HT.s) receptors with tryptophan hy-
droxylase 2 (TPH,)-, glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67)- or GAD67 and
TPH. (GAD67 & TPH,)-expressing cells in rat and mouse dorsal raphe nucleus
(DRN). Bar graphs are the mean + SEM % of 5-HT.s receptor positive cells
expressing GAD67, TPH, or GAD67 & TPH,, staining in rat and mouse DRN (n
= 6). Pie charts illustrate the percentages of co-localization between 5-HT,g
receptor positive cells and GAD67, TPH, or GAD67 & TPH, staining in rat and
mouse DRN. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the comresponding
group (Mann-Whitney U test).

(41.5 % versus 7.9 %, respectively). On the other hand, the proportion of
cells co-expressing 5-HT2sRs and TPH3 labelling alone is higher in mice
than in rats (67.2 % versus 19.9 %, respectively).

3.4. Analysis of 5-HTgR expression in GAD67-expressing neurons
(either alone or together with TPH;) vs those expressing only TPH,

Fig. 5 shows the ratio between the number of cells co-expressing 5-
HT,gR and GAD67 (either alone or together with TPH,) vs the number of
cells expressing only TPH,. This ratio is indicative of a preferential
expression of 5-HT»gRs in GAD67-positive cells vs TPH,-positive cells
only. In the overall DRN, this ratio was significantly higher (10-fold) for
rats vs mice (p < 0.01; Mann-Whitney U test). A closer analysis within
the different DRN subregions revealed a significant difference between
rat and mouse in the DRND (F 1 ;0) = 17.96, p < 0.01; ANOVA) and in
the DRNL (p < 0.01; Mann-Whitney U test), the ratio reaching a much
higher value in rats than in mice (200 % and 1250 %, respectively). No
significant difference between the two species was found in the DRNV (F
(1.10) = 1.57, NS; ANOVA).

3.5. Effect of RS 127445 on BW 723C86-induced changes in 5-HT
outflow in the rat and mouse DRN

Fig. 6 illustrates the effect of RS 127445 on BW 723C86-induced
changes in 5-HT outflow in the rat and mouse DRN following their
local perfusion. In rats (Fig. 6a) statistical analysis revealed a significant
effect of pretreatment x treatment interaction (Frsxsw (1,22) = 8.0, p <
0.01; Frs «BW « time (6132) = 1.81, NS; ANOVA). Post-hoc analysis revealed
that BW 726C83 produced an overall significant decrease in 5-HT
outflow (p < 0.01, versus the vehicle/vehicle group) reaching 26 % of
baseline. RS 127445, with no effect on basal 5-HT outflow (NS, versus
the vehicle /vehicle group), inhibited BW 726C83-induced decrease in 5-
HT outflow (p < 0.001, versus the vehicle/BW group).

Likewise, in mouse (Fig. 6b), statistical analysis revealed a signifi-
cant and time-dependent effect of pretreatment x treatment interaction
(Frs x Bw (1,16) = 47.68, p < 0.001; Frs.pwxtime (7112) = 10.50, p <
0.001). Post-hoc analysis revealed that, as reported previously (Doly
et al., 2008), intra-DRN perfusion of BW 726C83 produced an overall
significant increase in 5-HT outflow (p < 0.001, versus the vehicle/
vehicle group) reaching 224 % of baseline. RS 127445, with no effect on
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basal 5-HT outflow (NS, versus the vehicle/vehicle group), prevented
BW 726C83-induced increase in 5-HT outflow (p < 0.001, versus the
vehicle/RS group).

4. Discussion

The present study, combining immunohistochemistry and in vivo
microdialysis, shows for the first time the existence of 5-HT2sR
anatomo-functional differences between the rat and mouse DRN, a brain
region previously identified as the main site of action of 5-HT»gR agents
(Devroye et al,, 2017). We show that 5-HT»gRs are expressed by a sub-
stantial percentage of 5-HT (TPH,-positive), GABAergic (GAD67-posi-
tive) neurons, as well as in neurons expressing both markers (i.e., 5-HT
neurons co-releasing GABA), with an overall proportion of ~30 % of
DRN-positive cells, similar in rats and mice (both males and females).
Yet, there was a remarkable higher proportion of 5-HT,gRs expressed in
pure 5-HT neurons (TPH,-positive only) in mouse DRN, particularly in
the DRNL, where 67 % of TPH,-positive neurons expressed the receptor
in the mouse compared to a 20 % in rat DRNL. In contrast, the pro-
portion of GAD67 & TPH.-positive neurons expressing 5-HTgRs was
much higher in rat DRNL (41 %) than in mouse DRNL (8 %). Interest-
ingly, these differences in the cellular location of 5-HT»gR are accom-
panied by a divergent control of 5-HT activity in rats and mice. Hence,
the intra-DRN perfusion of the 5-HTsR agonist BW 723C86 decreased
and increased DRN 5-HT outflow in rats and mice, respectively, both
effects being blocked by the local administration of the 5-HTsR
antagonist RS 127445. Altogether, these results reveal the existence of
marked anatomical differences in the cellular expression of 5-HT2sRs in
the rat and mouse DRN (a key area for the action of 5-HT2sR agents;
Devroye et al., 2017), which translate into an opposite control of DRN 5-
HT outflow. Given the distinct projections of the different DRN neuronal
subsets (Muzerelle et al., 2016; Okaty et al, 2019; Ren et al., 2018), the
large differences in 5-HT2sR expression in DRNL between rats and mice
are likely to play a role in physiological functions controlled by this
neuronal subset (Muzerelle et al., 2016; Shikanai et al, 2012). In
particular, these results highlight the relevance of GAD67-positive 5-HT
neurons in the differential modulation of 5-HT activity in rats and mice,
and add important novel information on the complex regulation of DRN.

Indeed, the DRN is the major source of brain 5-HT innervation, and
plays a major role in health and disease. It is a highly complex nucleus,
with large neurochemical and functional diversity (Okaty et al., 2019).
In addition to other neurotransmitters, such as DA, glutamate and
neuropeptides, the DRN is essentially composed of 5-HT and GABA
neurons, with specific input and output control patterns from and to
other brain regions, respectively. Hence, 5-HT neurons are mainly
innervated and controlled by inputs from cortical areas (mainly pre-
frontal cortex) (Celada et al., 2001; Hajos et al., 1998; Weissbourd et al.,
2014) as well as by the hypothalamus, basal ganglia and midbrain
(Pollak Dorocic et al., 2014). In contrast, DRN GABA neurons are mainly
innervated by the central amygdala (Weissbourd et al., 201 4) although
cortical inputs have also been reported (Celada et al., 2001; Vargaet al_,
2001). Intra-DRN connectivity is mainly driven by 5-HT-5-HT and
GABA-5-HT inputs (Weissbourd et al., 2014) involving inhibitory (5-
HT;aR, GABAsR, GABApR) and excitatory (5-HT2a,28/2cR) inputs
(Cathala et al., 2019; Marinelli et al., 2004). In tum, distinct projection
pathways from 5-HT neurons to forebrain have also been reported
(Okaty et al., 2019) sometimes depending on co-expressing genes.
Hence, 5-HT neurons co-expressing vesicular glutamate transporter-3
preferentially innervate the cortex, whereas those co-expressing thyro-
tropin-releasing hormone innervate subcortical regions in particular the
hypothalamus (Ren et al., 2019, 2018). Less is known about DRN GABA
neurons, they are mainly involved in local inputs (i.e., interneurons),
although projection DRN GABA neurons have been identified by elec-
trophysiological (Puig et al., 2004; Lopez-Terrones et al., 2022) and
histological methods (Bang and Commons, 2012). Moreover, GAD67-
containing 5-HT neurons have been identified which may co-release 5-

124



A. Cathala et al. Molecular and Cellular Neuroscience 121 (2022) 103750

Rat

a) [ DRND |

(=<3
o
It
It

% of 5-HT,g+ colocalized
o N £ [=2]
; < o <
>
)
) t:

Mouse

% of 5.HTzg+ colocalized

% of 5.HTzg+ colocalized

(caption on next page)

125



A. Cathala et al

Molecular and Cellular Neuroscience 121 (2022) 103750

Fig. 4. Co-expression of serotonin.s (5-HT2s) receptors with tryptophan hydroxylase 2 (TPH,)-, glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67)- or GAD67 and TPH»
(GAD67 & TPH.)-labelled cells in rat and mouse dorsal raphe nucleus (DRN) subregions. Bar charts represent the mean -+ SEM % of 5-HT.g receptor positive cells
expressing GAD67, TPH, or GAD67 & TPH, staining in rat and mouse DRN subregions: (a) DRN dorsal part (DRND); (b) DRN ventral part (DRNV) and (c) DRN lateral
part (DRNL) (n = 6). Pie charts illustrate the distribution of co-localization percentages between 5-HT,g receptor positive cells and GAD67, TPH, or GAD67 & TPH,
staining in rat and mouse DRND (a); DRNV (b) and DRNL (c). **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the corresponding group (one-way ANOVA); **p < 0.01 versus the

corresponding group (Mann-Whitney U test).
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Fig. 5. Expression of serotoninsg (5-HT.s) receptors in GAD67-expressing
neurons (either alone or together with TPH,) compared with those expressing
only TPH, in the dorsal raphe nucleus (DRN) and it subregions. Bar charts
represent the mean + SEM of the ratio between the number of cells co-
expressing 5-HT, receptors and GAD67 (either alone or together with TPH,)
vs the number of cells expressing only TPH, in the overall DRN as well as in the
dorsal, ventral and lateral subregions (DRND, DRNV and DRNL, respectively; n
= 6). **p < 0.01 versus the corresponding group (Mann-Whitney U test); **p <
0.01 versus the corresponding group (one-way ANOVA).

HT and GABA (Okaty et al., 2019; Ren et al., 2019). These neurons show
distinct electrophysiological properties than pure 5-HT and GABAergic
neurons and appear to be preferentially localized in the DRNL (Shikanai
etal., 2012).

In the first group of experiments, we studied the 5-HTgR expression
in the rat and mouse DRN by immunohistochemistry. In agreement with
previous findings (Akyuz et al., 2021; Chang et al., 2016) the specificity
of the 5-HT,gR labelling was confirmed by its displacement after incu-
bation with the 5-HTgR blocking peptide. In addition, 5-HT,gR label-
ling was largely present in the PFC, and absent in the visual cortex
(Fig. $2), in agreement with previous studies showing that the 5-HT2sR
is expressed in the PFC but not in the visual cortex (Cathala et al., 2019;
Duxon et al., 1997). These results, providing negative and a positive
controls of the 5-HT»gR labelling in the rat brain, add support to the
specificity of the used antibody. We found that the percentage of
expression of 5-HT2sRs in the DRN did not differ between rats and mice
as well as between males and females in both species, which allowed us
to pool both genders in subsequent immunohistochemical experiments.
Also, these results confirm and extend previous studies reporting the
presence of 5-HT»2gR mRNA in this brain structure (Bonaventure et al.,
2002; Cathala et al., 2019; Diaz et al., 2012).

To investigate the cellular localization of 5-HT2sRs in the DRN, we
performed triple immunohistochemical labelling using anti-TPH, and
anti-GAD67 antibodies extensively used in previous studies (Kuhn et al.,
2011; Ling et al., 2005; Murphy et al., 2008; Varea et al., 2005). The
labelling and the distribution of 5-HT neurons in the DRN observed in
our experiments are in agreement with previous studies (Monti, 2010;
Okaty et al., 2019; Ren et al., 2018). As already shown (Ju et al., 2020;
Yamashiro et al,, 2021), the labelling obtained with the GAD67 antibody
appears to be lightly patchy. Nonetheless, this does not interfere with
our method of analysis because we counted only SHT,gR-positive cells
expressing TPH2 and/or GAD67 labelling with a threshold above 10

pixels. Thus, in agreement with previous findings (Bang and Commons,
2012; Weissbourd et al., 2014), we found the presence of GABAergic
neurons throughout the DRN and predominantly in the lateral wings
(Monti, 2010). When comparing the two species, we found that, in the
whole DRN, mice display a significant higher percentage of TPH»- and
GAD67 (alone)-positive cells expressing 5-HTogRs, whereas a larger
population of GAD67 and TPH, (GAD67 & TPH)-positive cells express
5-HT5gRs in the rat DRN.

Subsequently, we went further into the analysis of 5-HTgR cellular
location by considering the different DRN subregions. When studying
DRND and DRNV, the overall distribution of co-localization percentages
between 5-HT,gR-positive cells and GAD67, TPH,, or GAD67 & TPH»
staining in rat and mouse was not significantly different. However, when
directly comparing the corresponding groups between rat and mice, a
slight but significant difference emerged in both subregions with a
higher expression of 5-HT»gRs in GAD67 & TPH,-positive cells in rats.
Unlike in rats, mice show more 5-HT»gR-positive cells expressing TPH,
or GAD67 alone in the DRND and in the DRNV respectively. However,
when considering the DRNL, we found major significant differences in
the percentage distribution of 5-HT2sRs located in GAD67, TPHa, or
GAD67 & TPH,-positive cells. Indeed, direct comparison of cell subtype
groups revealed that rats display a higher proportion of 5-HT,gRs in cells
expressing GAD67 & TPH, than mice. Conversely, mice show a higher
proportion of 5-HT,gRs in pure 5-HT cells (i.e., expressing TPH, alone).
This is also supported by the analysis of the ratio between the numbers
of cells co-expressing 5-HT»sRs and GAD67 (either alone or together
with TPH,) versus the number of cells expressing TPH, only. This anal-
ysis highlights a large preferential expression of 5-HT,gRs in GAD67-
positive cells compared to TPHz-positive cells in the DRNL - and to a
lesser extent, DRND - of rats. Altogether, these results reveal the exis-
tence of very marked anatomical differences in the cellular location of 5-
HTasRs in the rat and mouse DRN, specifically in the DRNL with a
predominance of 5-HT;5Rs on GAD67-containing TPH; cells in rats.

The presence of 5-HTsgRs in TPH,-positive cell fits well with previ-
ous studies in mice showing that 5-HT2sRs are localized in DRN 5-HT
neurons (Diaz et al., 2012) and exert a direct positive control on 5-HT
neuron activity by regulating extracellular 5-HT levels via an interac-
tion with the 5-HT transporter (Belmer et al., 2018; Launay et al., 2006).
On the other hand, the predominant presence of 5-HT2sRs in GAD67-
containing TPHa cells in rats suggests a relevant role of this subset of
cell population in the local GABA-mediated tonic inhibitory control of 5-
HT neuronal activity (Cathala et al., 2019). Indeed, as mentioned above,
several studies have shown that this subpopulation of 5-HT/GAD67
neurons in the rat DRNL constitute a unique neuronal population with
distinctive neurochemical and electrophysiological properties (Shikanai
et al., 2012) known to play a key role in the control of 5-HT neuronal
activity.

The final step of our investigations aimed at studying the functional
role of 5-HT,gRs on DRN 5-HT neurons in both species by assessing the
effect of the local perfusion of 5-HT2sR agents on DRN 5-HT release.
Likewise in our previous investigations (Cathala et al., 2019; Devioye
et al., 2017), to explore the 5-HT,R function, we used the preferential
agonist BW 723C86 and the potent and selective 5-HT»gR antagonist RS
127445, two compounds which have been well-characterized in vitro
and in vivo (Auclair et al., 2010; Bonhaus et al., 1999; Devroye et al.,
2018). In agreement with a previous study (Doly et al., 2008), we found
that BW 723C86 increased DRN 5-HT outflow in mice. Also, as already
shown (Doly et al., 2008), this effect was prevented by RS 127445,
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Fig. 6. Time course effect of RS 17445 on BW 723C86-induced changes in
serotonin (5-HT) outflow in the dorsal raphe nucleus (DRN) following their
intra-DRN administration in rats (a) and mice (b). RS 127445 (RS, 0.1 pM) and
BW 723C86 (BW, 0.1 pM) were applied into the DRN by reverse dialysis for
140 min and 120 min (horizontal bars), respectively, the BW perfusion starting
(time zero) 20 min after that of RS. Data are represented as the mean + SEM
percentages of the baseline calculated from the three samples preceding the
first drug administration [(a): n = 6 animals/group, (b): n = 4-5 animals/
group]. Absolute basal levels of 5-HT in dialysates collected did not differ across
the different experimental groups [(a): F (3,22) = 2.16, NS; (b): F (3, 16) = 0.46,
NS, ANOVA] and were (mean -+ SEM): for (a): 0.14 + 0.01 oM (n = 26); for (b):
0.14 + 0.01 nM (n = 20). **p < 0.01 versus the corresponding v/v group and
*¥p < 0.001 versus the corresponding v/RS group (Newman-Keuls test).
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which per se had no effect on basal 5-HT outflow, thereby revealing the
absence of 5-HT2sR-dependent tonic control on 5-HT neuron activity in
the mouse DRN. On the other hand, in rats, BW 723C86 decreased DRN
5-HT outflow, this effect being blocked by a low concentration (0.1 pM)
of RS 127445, devoid of any effect on its own. Indeed, we chose this low
concentration of RS 127445 on the basis of our previous experiments
showing that, at higher concentration (1 pM), it increases DRN 5-HT
release, thereby revealing the existence of a 5-HT»gR-dependent tonic
inhibitory control on DRN 5-HT neurons (Cathala et al., 2019; Devroye
et al., 2017).

Altogether these neurochemical results, consistent with the 5-HTsR
cellular expression discussed above, are also in accordance with previ-
ous studies (Belmer et al., 2018; Cathala et al., 2019) showing that 5-
HT,gRs exert an opposite control on 5-HT outflow in rats and mice,
acting in an inhibitory and an excitatory manner, respectively.
Furthermore, these results are in agreement with previous studies in
mice identifying the 5-HT2sR as a possible positive 5-HT autoreceptor
which opposes the effects of 5-HT; 4 and 5-HT; negative autoreceptors
in the control of 5-HT neuronal activity likely via an interaction with the
5-HT transporter (Belmer et al., 2018; Diaz et al., 2012; Launay et al.,
2006).

Likewise, the present findings provide a valuable basis for a better
understanding of the contrasting results issued from previous studies in
rats and mice over the last decade, and leading to opposite conclusions
concerning the therapeutic potential of 5-HT2gR agents. Thus, 5-HT2sR
antagonists have been proposed as a new class of drugs for improved
treatment of schizophrenia or depression in rats (Cathala et al., 2019;
Devroye et al., 2016; Hamati et al., 2020). In contrast, genetic inacti-
vation of 5-HT»gR in mice has been shown to induce a wide spectrum of
antipsychotic-sensitive schizophrenic-like phenotypes (Pitychoutis
et al., 2015), and to reduce the efficacy of antidepressant drugs (Belmer
et al., 2018; Diaz et al.,, 2012). Of note, a similar comparative analysis of
the cellular distribution of the 5-HT»gR within rat and mouse DA brain
regions would allow a better understanding of the contrasting results
concerning the role of this receptor in the control of DA neuronal activity
(direct and/or indirect), as well as in the control of the behavioral and
neurochemical responses of psychostimulants (Auclair et al., 2010; Doly
et al., 2008, 2009, 2017; Devroye et al., 2015, 2018; Cathala et al.,
2020).

In conclusion, the present study provides the first evidence for the
existence of anatomical differences concermning the cellular expression of
the 5-HT2sR in the rat and mouse DRN. It confirms and extents our
previous findings in rats reporting the presence of the 5-HT25R mRNA in
DRN GABAergic cells and its participation in the control of the negative-
feedback loop regulating DRN 5-HT neuron activity (Cathala et al.,
2019). Specifically, the analysis of the different DRN subregions
revealed that, in the rat DRNL, 5-HT>gRs are mainly expressed in a
subset of GAD67-containing 5-HT neurons, whereas, in the mouse
DRNL, 5-HT2gRs are mostly expressed in TPH,-positive cells. From a
functional point of view, in agreement with its cellular localization, DRN
5-HT2sR stimulation exerts an opposite excitatory (direct) and inhibi-
tory (indirect GABA-mediated) control of DRN 5-HT outflow in the
mouse and the rat, respectively. The observed anatomo-functional dif-
ferences provide a valuable basis for a better understanding of the
discrepant results issued from rat and mouse studies over the last
decade, as well as of their translational significance related to the
therapeutic potential of 5-HT28R agents for treating neuropsychiatric
disorders related to 5-HT/DA dysfunction, such as schizophrenia,
depression or drug addiction (Devroye et al., 2018; Maroteaux et al.,
2017).

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.men.2022.103750.
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Suplemental material

Differential expression of serotonin,, receptors in GABAergic and serotoninergic

neurons of the rat and mouse dorsal raphe nucleus.
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Cathala et al.
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I DAPI Overlay

Fig. S1: Representative examples of the labelling of serotonin,p (5-HT,5) receptors,

tryptophan hydroxylase 2 (TPH,) and glutamic acid decarboxylase 67 (GADG67) in the
dorsal raphe nucleus (DRN) of rats (a) and mice (b). Confocal microscopy images
illustrating 5-HT,g receptor (I, red), TPH, (II, cyan) and GAD67 (III, green) labeling,
together with cell nuclei staining with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and their
overlay. Note the clear association of DAPI-labelled cell nuclei with cellular profiles
labelled with 5-HT,z and TPH, antibodies. In contrast, the GADG7 labelling was patchy, as
previously reported in the literature (Shikanai el al., 2012; Yamashiro et al., 2021, Ju et al.,

2020). Scale bars: 20um.
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Differential expression of serotonin,; receptors in GABAergic and serotoninergic

a)

b)

neurons of the rat and mouse dorsal raphe nucleus.

Cathala et al.

Positive control 5-HTop DAPI

nlar®

Negative control

Y Visual cortex"*

Fig. S2: Positive and negative controls of serotonin,y (5-HT,p) receptors immunostaining in
the prefrontal cortex (PFC, a) and the visual cortex (b). Left panels: schematic diagrams,
taken from the Paxinos and Watson atlas of rat brain (2005), showing the anatomical
localization of the PFC and the visual cortex. Right panels: Microscopy images illustrating
coronal sections at the level of the PFC and the visual cortex showing the 5-HT,g receptor
labelling (in red) and the counterstaining with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Note
the absence of 5-HT,; receptor labelling in layer I of the PFC, mainly composed by
thalamo-cortical fibers and subtypes of GABA interneurons (e.g., 5-HT; receptor-
expressing) controlling excitatory inputs onto the tufts of apical dendrites of pyramidal

neurons. Scale bars: 100 um.
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Resumen de resultados

Trabajo 1. Accidn preferentemente inhibitoria de la 5-HT in vivo en
la corteza IL de rata versus la PrL: relevancia para tratamientos
antidepresivos

La corteza IL en roedores es equivalente a la CCAv en humanos, la cual juega un papel clave
en la fisiopatologia y tratamiento del TDM. Asimismo, la modulaciéon de la neurotransmisién
glutamatérgica en IL (pero no en la corteza PrL, adyacente a IL) provoca efectos antidepresivos
(Gasull-Camoés et al., 2017, 2018) o comportamientos depresivos (Fullana et al., 2019b; Fullana,
Gasull-Camos et al., 2020), asociados a cambios en la funcién 5-HT, destacando la relevancia de las

interacciones glutamato/5-HT en la corteza IL para el control emocional.

Estudios previos muestran como la 5-HT modula la actividad neuronal en las cortezas PrLy AC
(Puig et al., 2005), sin embargo, se desconocen sus efectos sobre la corteza IL. Por ello en este estudio
se ha comparado los efectos de la 5-HT in vivo sobre la actividad de las neuronas piramidales de IL
(n=61) y PrL (n=50) en ratas anestesiadas. El estudio muestra que las neuronas piramidales de IL son
mas sensibles a la estimulacion del NRD (0.9 Hz) que las neuronas de PrL (84% vs. 64%,
respectivamente) y se inhiben en mayor proporcion (64% vs. 36%, respectivamente). Por otro lado,
las activaciones ortodrdmicas solo se observan en PrL (8%), estando ausentes en IL, mientras que las

respuestas bifasicas ocurren en la misma proporcion en ambas areas (20%).

Con respecto a los mecanismos involucrados en las respuestas observadas, mostramos que
los 5-HT2a-R son responsables de las excitaciones, mientras que las inhibiciones estan mediadas al
menos por tres componentes diferentes, incluyendo los 5-HT1a-R y los GABAA-R en las propias

neuronas piramidales, asi como por los 5-HT3-R localizados en interneuronas GABAérgicas.

Asi pues, la marcada accién inhibitoria de la 5-HT en IL sugiere que los farmacos
antidepresivos basados en el aumento de la concentracion extracelular o sinaptica de 5-HT pueden
estar ejerciendo su accion terapéutica a través de la normalizacion de la hiperactividad

glutamatérgica en la CCAv de pacientes con TDM.

135



Trabajo 2. Distinto control de la actividad 5-HT del NRD por las
cortezas ILy PrL en el cerebro de rata

Dados los antecedentes que indican que el aumento de la actividad glutamatérgica en IL (pero
no en PrlL) induce comportamientos de tipo depresivo o antidepresivo en roedores, asociados a
cambios de neurotransmisién 5-HT, llevamos a cabo un estudio sobre el posible control diferencial
de la actividad 5-HT en el NRD por parte de ILy PrL. Para ello, se compararon los efectos in vivo de
las estimulaciones de IL y PrL sobre la actividad de las neuronas 5-HT del NRD vy la liberacién de 5-HT
en el NRD de ratas anestesiadas. Los resultados de ambos trabajos (1 y 2) son complementarios y
mejoran la comprension de los circuitos existentes entre la CPFm y el NRD, de vial importancia en el

control de los estados de animo.

Asi, la estimulacion eléctrica de IL y PrL a 0,9 Hz induce un efecto preferentemente
inhibitorio sobre la actividad de las neuronas 5-HT similar en ambas areas (53 % y 48 %,
respectivamente). Sin embargo, la estimulacion a frecuencias mas altas (10 Hz y 20 Hz)
representativas de la actividad fasica de la CPFm, mostré que IL aumenta la frecuencia de descarga
de una mayor proporcion de neuronas 5-HT que PrL (80% vs. 64%, respectivamente a 10 Hz; 86% vs.
59%, respectivamente a 20Hz). Por otro lado, las respuestas de las neuronas 5-HT a la estimulacién
de IL (pero no de PrL) a 20 Hz se potenciaron con PIC, lo que sugiere la participacion de los GABAa-

R en el NRD.

Con respecto a la liberacion de 5-HT en el NRD, tanto las estimulaciones eléctricas como las
optogenéticas de IL y PrL aumentan la concentracion extracelular de 5-HT en NRD de manera
dependiente de la frecuencia, observandose los aumentos mas importantes tras la estimulacion de

ILa 20 Hz.

En conjunto, estos datos respaldan un control diferencial de la actividad 5-HT por IL y PrL,
con un papel aparentemente superior de IL, lo que puede ayudar a aclarar los circuitos cerebrales

involucrados en la fisiopatologia y el tratamiento de MDD.
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Trabajo 3. Diferente expresidon de 5-HT,g-R en neuronas 5-HT y
GABAérgicas en el NRD de rata y de ratén

El 5-HT28-R modula tanto la funcién 5-HT como dopaminérgica en el cerebro y ha sido sugerido
como una potencial diana para el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos relacionados con
desajustes en los sistemas monoaminérgicos, como la esquizofrenia y el TDM, entre otros. Diversos
estudios realizados en rata y ratdon muestran resultados contradictorios en el control de los sistemas
5-HT y dopaminérgicos. Estas discrepancias pueden ser el reflejo de diferencias anatomo-funcionales

relacionadas con una distinta localizacién de 5-HT2s-R en el cerebro de rata y ratén.

Asi, mediante inmunohistoquimica, se ha examinado la expresién del 5-HT2s-R en las
neuronas 5-HT y GABAérgicas de ratas y ratones dentro de las distintas subregiones del NRD, lugar
de accion de los farmacos 5-HT2s que modulan la actividad de los sistemas 5-HT y dopaminérgico.
Del mismo modo, utilizando microdidlisis in vivo, se examind su relevancia funcional en el control de

la liberacidon de 5-HT en el NRD.

Los datos mostraron que, en ambas especies, los 5-HT2s-R se expresan en células 5-HT que
expresan triptéfano hidroxilasa 2 (TPH3), en células GABAérgicas que expresan descarboxilasa del
dcido glutédmico 67 (GAD67), y en células que expresan ambos marcadores (neuronas 5-HT que
expresan GABA). Sin embargo, el porcentaje de células solo TPH, que expresaban 5-HT2-R es
significativamente mayor en el NRD de ratén que en el de rata, mientras que se observa lo contrario
con respecto a las células que expresan GAD67 y TPH.. No se observaron grandes diferencias en las
subdivisiones dorsal y ventral del NRD; sin embargo, en la subdivision NRDI se observaron grandes
diferencias, con una expresion de 5-HT2g-R predominante en células TPH: en ratones (67.2% vs.
19.9% en ratas), junto con una menor expresion del receptor en células GAD67 y TPH> (7.9% en
ratones vs. 41.5% en ratas). Por otra parte, la administracién intra-NRD del agonista 5-HT2s-R (BW
723C86) disminuyd y aumentd la liberacion de 5-HT en el NRD de ratas y ratones, respectivamente,

siendo revertidos ambos efectos por la perfusién intra-NRD del antagonista 5-HT2s-R (RS 127445).

En conjunto, estos datos indican la existencia de diferencias anatomicas en la expresion
celular del 5-HT2:-R in el NRD de rata y ratén, lo que se traduce en un control opuesto de la
activacion de tal receptor sobre la liberacion de 5-HT. Estos resultados también destacan la
relevancia del subgrupo de neuronas 5-HT que expresan GABA como un factor clave responsable de

las diferencias funcionales entre ratas y ratones con respecto a la modulacién de la actividad 5-HT.
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A su vez, estos resultados pueden contribuir, ni que sea parcialmente, a esclarecer las
diferencias rata-ratén en cuanto a los efectos de tipo depresivo/antidepresivo y cambios asociados

en neurotransmision 5-HT tras la estimulacion glutamatérgica de la CPFm.
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Los resultados de la presente tesis se enmarcan en el estudio de los circuitos cerebrales
implicados en la fisiopatologia y tratamiento de los trastornos depresivos. Al igual que en otras
enfermedades del SNC, los trastornos psiquiatricos (entre ellos, los trastornos depresivos) son el
resultado de la disfuncion de complejos circuitos cerebrales implicados en el control del estado de
animo, el comportamiento, la memoria, el apetito, los ciclos suefio-vigilia, etc., cuyas alteraciones
conforman la compleja sintomatologia de los trastornos depresivos. En concreto, en la presente tesis
se han estudiado los circuitos existentes entre el NRD y las cortezas PrL e IL, subdivisiones de la CPF,
bajo la hipdtesis de trabajo de que las relaciones funcionales entre NRD y PrL don distintas de las
existentes entre NRD e IL. En concreto, que la estimulacién del NRD puede modular de manera
diferente la actividad neuronal del area PrL e IL, asi como que PrL e IL podrian ejercer un control

diferencial en la actividad de neuronas 5-HT (Ver seccién de Hipétesis y Objetivos)

Tal como se menciona en la Introduccion, diversas zonas de la CPF juegan un papel clave en el
control de las funciones cognitivas y ejecutivas, asi como en el control de los estados emocionales.
Por otra parte, el sistema 5-HT es esencial para el mantenimiento de la resiliencia frente a
situaciones adversas, siendo ademas la diana de la mayor parte de los farmacos antidepresivos. Por
ello, un mejor conocimiento de los circuitos NRD-PrL y NRD-IL puede aportar nuevas claves para la
comprension de la sintomatologia depresiva y la aparicion de nuevos episodios depresivos, asi como

para el disefio de nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento del TDM.

En este sentido, los trabajos 1 y 2 de la tesis muestran como la relacién funcional entre lalLy el
NRD es claramente distinta de la existente entre PrLy el NRD, en ambos sentidos (neurotransmision
5-HT ascendente y glutamatérgica descendente). Asi, los resultados del trabajo 1 muestran como la
estimulacion fisiolégica de las vias 5-HT ascendentes originadas en el NRD afecta a un mayor
porcentaje de neuronas piramidales de IL que de PrL (84% vs. 64%), induciendo ademas una mayor

respuesta inhibitoria en las neuronas piramidales de IL que en las de PrL.

Por otra parte, la estimulacion de IL a 10-20 Hz (caracteristicas del comportamiento fésico de la
actividad cortical) asi como la accién de farmacos glutamatérgicos en IL o PrL, afecta una mayor
proporcion de neuronas 5-HT del NRD y aumentan mas la liberacion de 5-HT que las mismas
estimulaciones realizadas en PrL. Asimismo, los mecanismos implicados en las vias IL-NRD y PrL-NRD

difieren en cuanto a una mayor participacion de interneuronas GABA en el NRD en la via IL-NRD.

Estas diferencias entre las vias IL-NRD y PrL-NRD permiten aportar nueva luz a observaciones

previas de nuestro laboratorio en las que se observa que un aumento de la neurotransmision
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glutamatérgica en IL induce cambios comportamentales y neuroquimicos que no se observan
cuando dicha estimulacidn se realiza en PrL. Asi, en experimentos llevados a cabo en ratas, el
bloqueo agudo del transportador glial de glutamato GLT-1 (que induce una activacién de receptores
AMPA-R) en IL se traduce en un efecto antidepresivo, asociado a un aumento de la liberacion local
de 5-HT, efectos que no se observan cuando GLT-1 se administra en PrL (Gasull-Camés et al., 2017).
En cambio, experimentos realizados en ratdon muestran como una hiperactividad glutamatérgica
persistente, inducida por la administracién local de siRNA dirigidos contra GLT-1 y GLAST, -este
ultimo, también transportador glial de glutamato- en IL induce un fenotipo depresivo, asociado a una
reduccion de la liberacién de 5-HT (Fullana et al., 2019b). Igual que en el estudio de Gasull-Camés et
al (2017), la induccion de la hiperactividad glutamatérgica en PrL de ratén no induce el fenotipo

depresivo ni reduce la liberacion de 5-HT (Fullana et al., 2019b).

Aunque la diferencia entre ambos estudios puede ser debida a multiples razones, los resultados
del trabajo 3 aportan un nuevo elemento en la compleja regulacién de la actividad serotoninérgica,
mostrando una distinta implicacion de fendmenos autoinhibitorios en neuronas 5-HT en rata y
ratén, a través de 5-HT2s-R excitatorios expresados en interneuronas GABA del NRD. Asi, un
aumento de las aferencias excitatorias procedentes de la CPF podria estar regulando de forma
diferencial |la actividad de las neuronas 5-HT a través de un distinto balance excitacion/inhibicion en

rata y ratén en el NRD.

Control de la actividad de la CPFm
(subdivisiones PrL e IL) por la serotonina
enddgena (Trabajo 1)

A través de los resultados obtenidos en el trabajo 1 de la presente tesis, se demuestran marcadas
diferencias regionales en la modulacién in vivo de la actividad de neuronas piramidales de la CPFm
de rata por la 5-HT, con una notable accidn inhibitoria en IL, donde una gran proporcién de neuronas
piramidales fueron sensibles a la estimulacidn del NRD. Las respuestas de inhibicidn fueron mediadas
por al menos 3 mecanismos distintos, que implican los 5-HT1a-R de neuronas piramidales y los 5-
HTs-R presentes en neuronas GABAérgicas, asi como la activacion de los GABAa-R localizados en

neuronas piramidales.
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Estos resultados son totalmente novedosos, ya que hasta la fecha no existian estudios que
muestren un control diferencial de la actividad de las neuronas piramidales de IL y PrL por parte de
la 5-HT. Dado el papel clave de la CCAv (y de IL en modelos animales) en el control emocional y en la
fisiopatologia y tratamiento del TDM, los datos obtenidos representan una informacién relevante
para conseguir un mejor entendimiento del papel del sistema 5-HT en la regulacion emocional por

parte de la CPFm y su potencial relevancia para el tratamiento antidepresivo.

Diferente sensibilidad de ILy PrL a la estimulacién del ndcleo del
rafe dorsal

La mayor proporcion de neuronas de IL sensibles a la acciéon del NRD (84%) frente a aquellas de
PrL (64%), junto con el mayor porcentaje de respuestas de inhibicién pura en IL (64%) que en PrL

(36%) indica una accidn inhibitoria de la 5-HT mucho mayor en IL que en PrL.

Por otra parte, las respuestas de activacidon ortodrémica pura solo fueron encontradas en un
pequefo porcentaje de las neuronas piramidales de PrL (8%), siendo ausentes en IL, mientras que
las respuestas bifasicas fueron observadas de manera similar en ambas subdivisiones de la CPFm.
Hay que mencionar que la alta coexpresién de 5-HT1a-R y 5-HT2a-R en la CPFm (Amargds-Bosch et al.,
2004) podria explicar la presencia de respuestas bifasicas. A su vez, las neuronas piramidales de IL
ejercen una influencia inhibitoria fasica sobre las neuronas piramidales de PrL (Ji & Neugebauer,
2012). Dado el notable efecto inhibidor que presenta la estimulacion del NRD sobre las neuronas de
IL, este mecanismo podria contribuir a la desinhibicién de las neuronas piramidales de PrL vy facilitar

respuestas excitatorias en esta area.

De este modo, los datos del trabajo 1 apoyan la idea del papel principal que ejerce la 5-HT en las
funciones que dependen de la CPF (Robbins & Arnsten, 2009) a través de la modulacién de una gran
proporcidn de neuronas piramidales de proyeccién, con una accion inhibitoria mayor en IL que en

PrL o en AC (Lopez-Terrones et al., 2022; Puig et al., 2005).

Mecanismos implicados

Por un lado, la accién inhibitoria de la estimulacidon del NRD sobre las neuronas de IL y PrL parece

estar relacionada con, al menos, 3 mecanismos distintos (Figura 20):
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- La activacion directa del 5-HTi1a-R inhibitorios presentes en las neuronas piramidales
registradas

- La activacién del receptor ionotrdpico excitatorio 5-HTs de interneuronas GABAérgicas que
controlan la actividad de neuronas piramidales

- Laactivacion del GABAa-R en neuronas piramidales registradas a través de las proyecciones

GABAérgicas directas desde el NRD hasta la CPFm.

Podria incluirse un cuarto mecanismo relacionado con la activacion del 5-HTa-R en
interneuronas GABAérgicas locales debido al incremento paraddjico de respuestas excitatorias tras
el bloqueo del 5-HT2a-R con M100907. Sin embargo, este mecanismo deberia confirmarse en estudios

posteriores, dado el bajo nimero de casos observados.

La mayor proporcion de inhibiciones mediadas por 5-HT en IL es totalmente coherente con la
mayor proporcion de expresion neuronal de 5-HTia-R que de 5-HT2a-R en esta area cortical,
incluyendo las neuronas piramidales de capa V (55% vs. 22%, respectivamente; Santana & Artigas
2017b). En cambio, en PrL se encuentra una proporcion similar de neuronas piramidales de capa V
que expresan 5-HTia-R y 5-HT2a-R (52% y 55%, respectivamente, Santana &Artigas 2017b). Sin
embargo, la estimulacion del NRD provoca mas respuestas de inhibicion (36%) que activaciones
ortodrémicas (8%) o respuestas bifasicas (20%). Esta mayor proporcién de respuestas inhibitorias
concuerda con estudios previos tanto in vitro como in vivo (Amargds-Bosch et al., 2004; Araneda &
Andrade, 1991; Ashby et al., 1990, 1994; Puig et al., 2005) (ver Celada et al. 2013 para revision),
apoyando la idea de un control 5-HT en la CPF principalmente inhibitorio, a pesar de la expresion de
5-HT-R excitatorios como el 5-HTa-R, 5-HT2c-R y 5-HT4-R en neuronas piramidales (Lucas et al., 2005;

Pefias-Cazorla & Vilard, 2015; Santana et al., 2004; Santana & Artigas, 2017a).

Esta accion preferentemente inhibitoria puede deberse a varios factores, entre los que se

incluyen:

- ElI amplio porcentaje de neuronas piramidales que expresan el 5-HTia-R en todas las
subdivisiones de la CPFm, siendo en algunas de ellas, muy superior al de las que expresan el
5-HT2a-R (Santana et al., 2004)

- La mayor afinidad de la 5-HT por los 5-HT1a-R en comparacién con los 5-HT2a-R
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- El hecho de que los 5-HT1a-R estén acoplados a canales de K* que producen cambios
inmediatos en el potencial de membrana y la descarga neuronal mientras que los 5-HT2a-R
inducen cambios mas lentos y moderados del potencial de membrana.

- La localizacion de los 5-HT1a-R en el cono axoénico de las neuronas piramidales (DeFelipe et
al., 2001), donde la 5-HT puede establecer sinapsis axo-axdnicas similares a las sinapsis de
GABA (Somogyi et al., 1998), con una influencia directa en la creacion de potenciales de

accion.

Por otra parte, nuestros resultados muestran por vez primera la implicacién del 5-HTs-R en las
respuestas de inhibicion producidas por la estimulacion del NRD. Dicho mecanismo es un nuevo
elemento que contribuye a explicar la accién inhibitoria preferente de la 5-HT en CPFm. Este receptor
se localiza en interneuronas GABAérgicas de capas corticales superficiales (I-lll) que contienen
calretinina (pero no parvalbumina) (Figura 7)(Morales & Bloom, 1997; Puig et al., 2004; Santana &

Artigas, 2017b).

Esos resultado in vivo coinciden con: 1) estudios previos in vitro que muestran que tanto la 5-HT
como agonistas del 5-HT3-R suprimen la actividad de neuronas piramidales de la CPF de rata a través
de la activaciéon de los 5-HT3-R (Ashby et al., 1989, 1991, 1992) mediante el incremento de las
corrientes inhibitorias postsinapticas que surgen tras la activacion de los 5-HTs-R de las interneuronas
GABAérgicas locales (Férézou et al., 2002; Xiang & Prince, 2003; Zhou & Hablitz, 1999) y 2) estudios
previos in vivo que muestran que la estimulacién del NRD provoca respuestas excitatorias rapidas en
interneuronas GABAérgicas superficiales (Puig et al., 2004) y el bloqueo de 5-HT3-R aumenta la
frecuencia de descarga de una gran parte (= 70%) de las neuronas piramidales de capa V de la CPFm
(Riga et al., 2016). En conjunto, estos datos muestran que los 5-HT3-R son uno de los componentes
principales de las respuestas de inhibicidn de las neuronas piramidales de PrL e IL a la estimulacién
in vivo del NRD, a pesar de que estan expresados en una pequefia poblacion de interneuronas

GABAZérgicas de capas I-lll de la CPFm (Puig et al., 2004; Santana & Artigas, 2017b).

Aunque las razones de esta marcada influencia no estan del todo claras, se puede destacar el
control que ejercen las interneuronas que expresan 5-HT3-R en los inputs talamocorticales de capa |
alcanzando los penachos de las dendritas apicales de neuronas piramidales (Jones, 2001; Rubio-
Garrido et al., 2009) (Ver figura 20). De esta forma, los 5-HT3-R localizados en capas superficiales

pueden modular la conectividad entre la matriz talamica, la CPF y estructuras subcorticales
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inervadas por las neuronas de capa V, incluyendo los nicleos monoaminérgicos del tronco encefdlico,
jugando asi un papel clave en procesos emocionales y cognitivos regulados por la CPF. En este
sentido, el fdrmaco antidepresivo vortioxetina, que muestra acciones pro-cognitivas, posee una alta
afinidad por los 5-HT3-R y modula actividad de las neuronas piramidales de CPFm (Riga et al., 2016;

Sanchez et al., 2015).

Estudios anatdmicos y electrofisioldgicos apoyan la existencia de una conectividad reciproca y
control mutuo entre la CPFm y el NRD (Celada et al., 2001; Gabbott et al., 2005; Hajds et al., 1998;
Puig et al., 2005), un circuito involucrado en el control del dnimo vy la resiliencia al estrés (Warden et
al.,, 2012). A la vez que existen las proyecciones 5-HT ascendentes que son bien conocidas, la via NRD-
CPFm también incluye proyecciones GABAérgicas directas, tal y como es apoyado por estudios
electrofisioldgicos (Lépez-Terrones et al., 2022; Puig et al., 2005) y anatémicos (Bang & Commons,

2012b).

Aunque hay una alta proporcién de neuronas 5-HT del NRD que co-expresan GAD vy
probablemente co-liberan GABA (Okaty et al., 2019; Ren et al., 2019), la corta latencia de las
respuestas de inhibiciéon provocadas por la estimulaciéon del NRD no puede ser explicada por la
coliberacidon de GABA por los axones 5-HT, ya que la velocidad de conduccion de dichos axones es
menor que la de los axones glutamatérgicos y GABAérgicos. Asi, el tiempo necesario para la
conduccién de potenciales de accién desde el NRD a la CPFm es de 25 + 3 ms (latencia de los
potenciales antidrémicos en el NRD inducidos por la estimulacién de la CPFm; Hajoés et al., 1998). Por
lo tanto, la latencia de las respuestas de inhibicion pura (10 £ 1 ms; 0 8+ 2 ms en la fase de inhibicion
de las respuestas bifasicas) observadas en IL durante la estimulacion del NRD no pueden deberse a
la coliberacion de GABA por los axones 5-HT, dado que, en ese caso, deberian ocurrir >25 ms tras la

estimulacion del NRD.

En conjunto, estas observaciones apoyan la existencia de una proyeccion GABAérgica NRD-CPFm,
mostrando inhibiciones de latencia corta en neuronas piramidales. En las condiciones experimentales
utilizadas, este componente GABAérgico parece ser mas marcado en IL que en PrL, tal y como se
muestra en las latencias de respuestas de inhibicién y bifdsicas de menor magnitud en IL en
comparacion con PrL (Lépez-Terrones et al., 2022). Sin embargo, son necesarios mas estudios para
examinar la conectividad exacta de las neuronas GABAérgicas de proyecciéon del NRD con las

subdivisiones de la CPFm, asi como su papel en el tratamiento antidepresivo y en la funcién de la CPF.
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Con respecto a las respuestas excitatorias, fueron mediadas por los 5-HT2a-R, tal como se ha
observado en estudios previos (Amargds-Bosch et al.,, 2004), aunque paraddjicamente, la
administracion del antagonista de este receptor, M100907, aumentd la respuesta excitatoria en 3 de
las 10 neuronas estudiadas. Este efecto posiblemente sea consecuencia del bloqueo de los 5-HT2a-R
en interneuronas GABAérgicas (Santana et al., 2004) que controlan la actividad de las neuronas
registradas. Esta interpretaciéon estd de acuerdo con estudios que muestran una accion
preferentemente excitatoria del DOI (agonista 5-HT2a-R) sobre las neuronas piramidales de la CPFm
(Puig et al., 2003; Wood et al., 2012), con un menor porcentaje de respuestas inhibitorias, siento
estas ultimas bloqueadas tanto por M100907 (antagonista 5-HT2a-R) como por la picrotoxinina (PIC),

antagonista de los GABAa-R (Puig et al., 2003).
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Figura 20. Representacion esquematica de la interaccion reciproca entre la corteza prefrontal medial (CPFm)
y el ntcleo del rafe dorsal (NRD). Representados 3 mecanismos responsables de la inhibicion de las neuronas
piramidales de la CPFm por la serotonina (5-HT) liberada por axones procedentes del NRD: (A) Activacion
directa del receptor 5-HTia de neuronas piramidales; (B) activacion del receptor 5-HT; de interneuronas
GABAérgicas que controlan las aferencias taldmicas de capa | alcanzando los penachos de las dendritas
apicales y (C) activacion de los receptores GABAs de neuronas piramidales por una via GABAérgica directa
procedente del NRD. (D) Las excitaciones estarian mediadas por la activacién de los 5-HT,a presentes en las

neuronas piramidales En el esquema también se muestra un posible 42 mecanismo inhibitorio (E) que incluye
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la activacién de los receptores 5-HT,a en interneuronas GABAérgicas locales y la consecuente inhibicién de

neuronas piramidales. Modificado de Artigas, 2015.

Relevancia para el tratamiento antidepresivo

Tal y como se menciona en la introduccidn, la CCAv juega un papel principal en la fisiopatologia y
tratamiento del TDM. De igual modo, los datos obtenidos en roedores en los Ultimos afios apoyan un
papel clave de la corteza IL (y no de la PrL) en los comportamientos depresivo y antidepresivo. Dada
su conectividad reciproca y control jerarquico de las areas corticales y subcorticales por la CPF
(incluyendo los nucleos monoaminérgicos del tronco encefélico (Gabbott et al., 2005; Groenewegen
& Uylings, 2000), una CCAv hiperactivada puede ejercer un excesivo control inhibitorio top-down
de areas subcorticales, dando lugar a la aparicion de sintomas depresivos (Artigas, 2021) (Figura
21). En concordancia con ello, datos recientes con roedores muestran que un marcado y persistente
incremento de la neurotransmisidon excitatoria en IL provoca un comportamiento depresivo en
ratones, junto con una reduccién en la funcion 5-HT y en la expresion de BDNF (Fullana et al. 2019a,
2019b, 2020). Del mismo modo, se asocia el comportamiento ansioso con el aumento de la actividad

de neuronas piramidales de la corteza IL de ratén (Berg et al., 2019).

Asi pues, una reduccion de la hiperactividad de la CCAv puede verse como una nueva diana
terapéutica en el desarrollo de farmacos antidepresivos, puesto que ello normalizaria la actividad
neuronal en las areas subcorticales relevantes en el TDM que son inervadas por la CCAv. En este

sentido, diversos estudios de los Ultimos afios parecen apoyar dichas ideas.

Asi, el comportamiento depresivo mostrado por ratones con una hiperactividad glutamatérgica
en IL (Fullana et al. 2019a, 2019b) se normalizé con un tratamiento agudo de citalopram y también
de KET (ambos a 10 mg/Kg). En esta linea, resultados piloto obtenidos en esta tesis muestran como
el citalopram aumenta la accidn inhibitoria de la estimulacion del NRD en IL (Lopez-Terrones et al.,
2022). En concordancia con estas observaciones, un reciente estudio revela que un tratamiento
subcrdnico (21 dias) de fluoxetina, reduce la actividad neuronal basal de neuronas piramidales de la
CPFm en ratas (Yin et al., 2021). Del mismo modo, la infusidn intravenosa de KET, atenud la

hiperactividad de la CCAv en pacientes con TDM (Morris et al., 2020).

Por otra parte, la DBS en la CCAv provoca efectos antidepresivos en pacientes con TDM

resistentes a los tratamientos convencionales (Mayberg et al., 2005; Puigdemont et al., 2012; Riva-
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Posse et al., 2020). En rata, la DBS en IL (pero no en PrL) provoca efectos antidepresivos (Jiménez-

Sanchez et al., 2016), apoyando la importancia de la corteza IL en modelos roedores de TDM.

De forma similar, la activacion de los 5-HT1a-R en la CPFm por su agonista NLX-101 (el cudl actua
preferentemente en los 5-HTia-R postsinapticos) produce efectos antidepresivos en ratas
(Depoortere et al., 2021). Finalmente, y dado el notable papel de la neurotransmisién GABAérgica en
las inhibiciones mediadas por el NRD, la accidn antidepresiva rapida de los moduladores alostéricos
de los GABAA-R como la brexanolona y SAGE-217 (Gunduz-Bruce et al., 2019; Kanes et al., 2017)
podria explicarse, entre otras razones, por una atenuacion de la hiperactividad glutamatérgica de la

CCAVv a través del aumento de la funcion GABAérgica en esta area cortical.
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Figura 21. A. La corteza cingulada anterior ventral (CCAv) tiene una conexion reciproca con la mayoria de las
areas subcorticales, incluyendo los nucleos monoaminérgicos del tronco del encéfalo, asi como areas
asociadas a la recompensa, areas limbicas e hipotaldmicas y ejerce un control jerdrquico en su actividad. Por
su parte, los nucleos monoaminérgicos proyectan extensamente al cerebro anterior, incluyendo areas
asociadas con la recompensa, areas corticales, limbicas e hipotaldmicas que también son inervadas por la CCAv
(corteza infralimbica (IL) en roedores). B. Una combinacidn de genes y ambiente provoca la hiperactividad en
la CCAv lo cual se traduce en una reduccion en la actividad monoaminérgica global en areas involucradas en
el trastorno depresivo mayor (TDM), debido a la conectividad y control jerarquico que ejerce la CCAv sobre los
sistemas monoaminérgicos, provocando de esta manera sintomas depresivos. C. La mejoria clinica respecto a
sintomas depresivos puede ser el resultado de una actividad monoaminérgica restaurada (en particular de la
actividad serotoninérgica (5-HT), a través de los farmacos que potencian la liberacion de 5-HT), pero también
de la atenuacion de la hiperactividad glutamatérgica en la CCAv, a través de diferentes estrategias
antidepresivas de accién rapida, una acciéon que reduciria el exceso control inhibitorio de los nucleos
monoaminérgicos producido por la CCAv. Abreviaturas: CPFdl: corteza prefrontal dorsolateral; HPC:
hipocampo; Amig: amigdala; NAcc: nucleo accumbens; HTL: hipotdlamo; IMAO: inhibidores de la
monoaminooxidasa; SERT: transportador de 5-HT; DA: dopamina; NA: noradrenalina; KET: ketamina; DBS:

deep brain stimulation (estimulacién cerebral profunda). Adaptado de Artigas, 2015.

Control de la actividad serotoninérgica del
NRD por la estimulacion de las areas PrLe IL
de la CPFm (Trabajo 2)

En el trabajo 2, se estudio si las proyecciones de IL y PrL al NRD pueden provocar respuestas
diferentes en las neuronas 5-HT, tal y como sugiere el distinto papel de ambas subdivisiones de la
CPFm en el control emocional (ver Introduccidn). El estudio también fue impulsado por datos previos
de nuestro laboratorio que indicaban que la estimulacidon aguda de AMPA-R en IL provocé una
respuesta inmediata similar a la de un antidepresivo en ratas, asociada a un aumento de la liberacién
de 5-HT (Gasull-Camés et al., 2017, 2018). Sorprendentemente, ninguno de ambos efectos se produjo

después de la activacion de AMPA-R en PrL.

En un primer conjunto de datos, se ha observado que tanto las estimulaciones eléctricas de IL

como de PrL a baja frecuencia (0,9 Hz) indujeron un efecto inhibidor general sobre las neuronas 5-
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HT del NRD. Sin embargo, a frecuencias mas altas, representativas de la actividad fasica de la CPFm,
y también de la accidon excitatoria de los receptores AMPA, se observaron diferencias regionales tras
la estimulacién de IL y PrL, con un mayor porcentaje de neuronas 5-HT que respondieron después
de la estimulacion de IL que de PrL (80 % frente a 64 % a 10 Hz; 86 % frente a 59 % a 20 Hz,
respectivamente). Se observé también una diferencia regional, aunque menor, en el porcentaje de
neuronas 5-HT inhibidas por la estimulacién de IL o PrL (45 % frente a 27 % a 20 Hz, respectivamente).
Por otra parte, el efecto inhibitorio debido a la estimulacién de IL a 20 Hz no parece estar mediado
por la activacion del autorreceptor 5-HTia, ya que no fue revertido por WAY-100635, sino por PIC,
lo que indica la participacion de los GABAa-R locales en el control de la actividad de las neuronas 5-
HT del NRD, tal como se habia observado con anterioridad a bajas frecuencias de estimulacién

(Celada et al., 2001; Varga et al., 2001).

Por otro lado, la estimulacidn eléctrica y optogenética de ambas areas aumentoé la liberacién de
5-HT en NRD, con un mayor efecto de IL versus PrL en el control de la actividad 5-HT. Estos datos
concuerdan con resultados previos del grupo que mostré que la estimulacion eléctrica de la CPFm
aumento la liberacion de 5-HT en el NRD (Celada et al., 2001). En el presente estudio hemos usado
también técnicas optogenéticas que proporcionan un grado adicional de selectividad en el estudio
de la via CPFm-NRD. Curiosamente, tanto la estimulacion eléctrica como la optogenética de IL
indujeron un mayor aumento de la liberacidon de 5-HT en el NRD que la estimulacion respectiva en
PrL, lo que —unido a los datos sobre frecuencia de descarga- muestra por vez primera un control
diferencial de la actividad 5-HT en el NRD por parte de IL y PrL. Dado el papel especifico de IL (en
roedores) y la CCAv (en humanos) en el control emocional y los trastornos del estado de animo, el
trabajo 2 de la presente tesis mejora nuestra comprension de los circuitos neuronales que subyacen

a los trastornos del estado de animo.

Modulacién de la actividad de las neuronas 5-HT del NRD por la
estimulacion eléctrica de ILy PrL a distintas frecuencias

Curiosamente, una proporcion muy grande de neuronas 5-HT del NRD fue sensible a ambas
zonas de estimulacion (91 % a IL, 87 % a PrL), lo que indica que ambas subdivisiones de la CPFm son
areas clave en el control de la actividad 5-HT. Esta gran proporcidn es consistente con la existencia

de una gran cantidad de neuronas piramidales de la capa V que proyectan al NRD en ambas
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subdivisiones de CPFm (Gabbott et al., 2005), aunque con distintas trayectorias hacia el NRD (Vertes,

2004).

En relacidn con lo anterior, evidencias electrofisioldgicas previas demostraron que las neuronas
piramidales de la CPFm podian activar o inhibir las neuronas 5-HT del NRD (Celada et al., 2001). Las
excitaciones son monosindpticas e implican la activacidn de los receptores AMPA y NMDA en las

neuronas 5-HT(Celada et al., 2001; Gartside et al., 2007), mientras que las inhibiciones estan

mediadas por dos mecanismos diferentes: 1) Un feedback negativo local a través de los

autorreceptores 5-HT1a, y 2) La activacién de las interneuronas GABAérgicas en el NRD por axones

procedentes de la CPFm y la posterior inhibicidn de las neuronas 5-HT (Celada et al., 2001; Hajds et
al., 1998; Srejic et al., 2015; Varga et al., 2001). De acuerdo con estos estudios previos, encontramos
que la estimulacion de IL y PrL a una frecuencia baja (0,9 Hz) inhibia una proporcién similar de

neuronas 5-HT del NRD (53 % a IL, 48 % a PrL).

En el primer grupo de experimentos, la misma neurona 5-HT se estimulé dos veces (IL-PrL o PrL-
IL, mismo hemisferio) con un periodo de 2 minutos entre cada estimulacién. Sorprendentemente, la
segunda estimulacién (ya fuera desde IL o PrL) indujo un patréon de respuesta completamente
diferente, dejando casi la mitad de las neuronas registradas insensibles a la segunda estimulacién.
Esta respuesta diferencial a la segunda zona de estimulacién no parece ser un artefacto experimental
ya que la respuesta se mantuvo después de una segunda estimulacion desde el mismo lugar de
estimulacion (ya fuera ILo PrL). Aunque carecemos de una explicacion definitiva, la falta de respuesta
a la segunda estimulacién podria deberse a la existencia de un circuito intrinseco entre IL y PrL. La
evidencia anatémica(Hoover & Vertes, 2007) y electrofisioldgica (Ji & Neugebauer, 2012; van Aerde
et al., 2008) sugiere una interaccidn significativa entre ILy PrL. Del mismo modo, ILy PrL presentan
una conectividad reciproca en capas V-VI (Marek et al., 2018; Mukherjee & Caroni, 2018; Watanabe
et al., 2021) y la activacion déptica de las neuronas piramidales de IL inhibe las células piramidales
de PrL, lo que indica que las proyecciones de IL controlan las proyecciones de PrL (Ji & Neugebauer,
2012). Asimismo, la desconexién de ILy PrL interrumpe los ritmos neuronales dentro de la CPFm (van
Aerde et al., 2008) y se ha observado una mayor sincronia interregional entre IL y PrL durante la

extincion del miedo (Watanabe et al., 2021).
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En conjunto, estos datos nos indican la existencia de un sistema complejo basado en circuitos
dentro del CPF que puede afectar la actividad de las neuronas de la capa V que proyectan al NRD.

Sin embargo, son necesarios mas estudios para esclarecer los mecanismos precisos del circuito.

Un hallazgo clave de este trabajo es que IL y PrL ejercieron un control diferente sobre actividad
5-HT del NRD solo cuando fueron estimuladas a frecuencias mas altas (10-20 Hz), representativas
de la actividad fasica de la CPFm y de la estimulacion glutamatérgica (p. ej. activacion de AMPA-R;
Gasull-Camds et al., 2017).Tal y como se resumid anteriormente, la estimulacién de IL a 10 y 20 Hz
modul6 significativamente la actividad de mas neuronas 5-HT del NRD que la estimulacién de PrL

a las mismas frecuencias (80 % frente a 64 % a 10 Hz; 86 % frente a 59 % a 20 Hz, respectivamente).

Receptores involucrados en la modulacion de la actividad 5-HT por
la estimulacion de ILy PrL a 20 Hz

Curiosamente, los mecanismos involucrados en el control de las neuronas 5-HT del NRD por ILy
PrL parecen diferir, con una participacion mas marcada de las neuronas GABAérgicas del NRD en el
caso de IL, como sugiere su sensibilidad a PIC (antagonista GABAa-R). Por lo tanto, ademas de las
conexiones excitatorias directas con las neuronas 5-HT (Celada et al., 2001), las neuronas piramidales
de IL que proyectan al NRD se dirigirian preferentemente (en comparacién con las neuronas
piramidales de PrL) a las interneuronas GABAérgicas del NRD (Celada et al., 2001; Varga et al., 2001;
Weissbourd et al., 2014). Esta opinidon también es coherente con estudios previos que demuestran
como la estimulacién a alta frecuencia (high frequency stimulation; HFS) de la IL induce un efecto
preferentemente inhibitorio en las neuronas del NRD; el cual estd mediado por los receptores GABAA
(Srejic et al., 2015, 2016). Del mismo modo, la administracién intra-NRD de antagonistas de GABA
aumento la activacién de neuronas 5-HT vy liberacién de 5-HT (Bagdy et al., 2000; Levine & Jacobs,

1992).

Sin embargo, el antagonismo del 5-HT1a-R por WAY-100635 no pudo aumentar el efecto de la
estimulacion de IL y PrL sobre la actividad 5-HT del NRD. Este resultado fue totalmente inesperado,
dado el marcado papel de los mecanismos de autoinhibicion mediados por los autorreceptores 5-
HT1a en el control de la actividad neuronal del NRD y la liberacién de 5-HT (Artigas et al., 2001; Celada
et al., 2001; Sharp et al., 1993). Asimismo, la estimulacidn a baja frecuencia de la CPFm inhibe, segun

estudios previos, una gran proporcion de neuronas 5-HT del NRD a través de la activacion del
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autorreceptor 5-HTia (Celada et al., 2001). Los presentes resultados pueden indicar que la
estimulacion a tasas mas altas superaria los mecanismos de autoinhibicion mediados por los
autorreceptores 5-HT1a al aumentar la relacion excitacion/inhibicion dentro del NRD. Esta es una
observacién importante en el campo de los antidepresivos, ya que la autoinhibicion a través de los
autorreceptores 5-HT1a es el principal mecanismo presinaptico implicado en el retraso de la accion
terapéutica de los farmacos antidepresivos convencionales, basados en la inhibicion del

transportador de 5-HT (Artigas et al., 1996).

Modualcién diferencial de la liberacidon de 5-HT en el NRD por la
estimulacién de ILy PrL

El papel diferencial de ILy PrL en el control de la actividad 5-HT del NRD ha sido reforzado a través
del grupo de experimentos de microdidlisis in vivo durante la estimulacidn eléctrica y optogenética
de ILy PrL. Los resultados mostraron que la estimulacion de ambas areas aumentd la liberacion de
5-HT en el NRD, con un aumento significativamente mayor de la liberacion de 5-HT en el NRD
después de la estimulacion de IL. En el caso de la estimulacion optogenética, cabe destacar que la
expresion de ChR2 inducida por el vector viral en neuronas piramidales de IL y PrL se tradujo en una
alta expresién de ChR2 en zonas terminales dentro del NRD (ver Figura 22). Esta observacién
confirmé la correcta infeccidn del virus adeno-asociado (AAV) y refuerza ain mas la idea que ILy PrL

son areas clave en el control de la actividad 5-HT.

A

Figura 22. Cortes coronales de cerebro de rata representativos realizados mediante microscopia confocal
donde se aprecia el virus adeno-asociado (AAV) en color fluorescente. A. Corte coronal al nivel del sitio de

inyeccion del AAV (Corteza prefrontal medial; CPFm). B. Corte coronal al nivel del sitio donde se colocd la
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sonda de microdialisis en los experimentos (Nucleo del rafe dorsal; NRD). Notese la intensidad fluorescente

en el NRD, indicando el transporte exitoso del AAV por los axones descendientes desde la CPFm hasta el NRD.

Este hallazgo se suma a los datos previos que confirman un papel relevante de la corteza IL en los
trastornos del estado de animo y el tratamiento antidepresivo (Fuchikami et al., 2015; Fullana et al.,
2019b; Fullana, Gasull-Camds et al., 2020; Garro-Martinez et al., 2021; Gasull-Camoés et al., 2017;
Jiménez-Sanchez et al., 2016; Lopez-Terrones et al., 2022). En particular, estos datos concuerdan con
datos previos que muestran que la activacion de AMPA-R en IL (pero no en PrL) provocé efectos
similares a los antidepresivos rapidos y robustos en ratas, dependiendo de la activacion de vias
excitatorias que proyectan al NRD y el posterior aumento de la neurotransmision serotoninérgica

(Gasull-Camos et al., 2017, 2018).

Cabe destacar que el aumento de la liberacion de 5-HT en el NRD inducido por estimulos
eléctricos y optogenéticos persistio tras el cese de la estimulaciéon y aumenté con el tiempo. Dicho
efecto es similar al observado tras registrar las neuronas 5-HT del NRD antes, durante y después de
la estimulacidn a alta frecuencia de IL (Lim et al., 2015). Aunque los mecanismos involucrados en
este efecto son todavia desconocidos, presentan una clara similitud con fenédmenos de potenciacién
a largo plazo (long-term potentiation; LTP), coherentes con la activacion de NMDA-R por la via CPFm-
NRD (Celada et al., 2001) y descritos anteriormente en neuronas 5-HT del NRD (Haj-Dahmane et al.,

2017).

La liberacion de 5-HT en el NRD fue mayor durante la estimulacion eléctrica que la éptica
tanto en IL como en PrL, diferencia muy posiblemente debida a la mayor selectividad de la
estimulacion optogenética. Asi, la estimulacidn eléctrica activa de manera inespecifica multiples tipos
de neuronas cerca de la zona del implante, mientras que la optogenética permite la activacion directa
y selectiva de las neuronas piramidales (las interneuronas no expresan CamKIl) en el drea estimulada
(Figura 23). Asi pues, la estimulacién de las neuronas piramidales en IL y PrL que proyectan a otras
regiones del cerebro, las cuales a su vez conectan con el NRD y modulan la actividad de las neuronas
5-HT (p. ej., hipotdlamo lateral, drea tegmental ventral, locus coeruleus, etc.) (Gabbott et al., 2005)

pueden explicar en parte las diferencias observadas.
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Estimulacion Estimulacion
optogenética eléctrica

Figura 23. Estimulacion optogenética versus estimulacion eléctrica. En la primera imagen se muestran
neuronas en la corteza prefrontal (CPF) sin ningun tipo de estimulacién artificial (color morado). Con la
estimulacion optogenética, tras la aplicacion del Iaser en un area restringida, se activan (color azul) de manera
especifica las neuronas piramidales de la CPF, dejando sin estimular el resto de tipos neuronales (color
morado). Sin embargo, al aplicar estimulacion eléctrica, se estimulan (color azul) todos los tipos neuronales

presentes en la zona de estimulacion.

En conjunto, este trabajo enfatiza la distinta contribucién de las cortezas IL y PrL en la
modulacion de la actividad 5-HT. Ademas, las diferencias mas destacables se han encontrado cuando
las estimulaciones se hicieron a frecuencias mas altas, representativas de la actividad fasica de la
CPFm y de la estimulacién por agentes glutamatérgicos involucrados en las acciones antidepresivas
rapidas. En conclusion, la corteza IL influye en mayor medida que la PrL en la modulacion de la
actividad 5-HT del NRD, lo cual es consistente con sus proyecciones de mayor densidad hacia el NRD,
en comparacion con el area PrL (Vertes, 2004). Dado el papel clave que ejerce la 5-HT en el
tratamiento del TDM, y el de la CCAv (en humanos) y la IL (en roedores) en el TDM y estrategias
antidepresivas, estos datos puedes ser de gran ayuda para clarificar los circuitos neuronales

involucrados en estos procesos.
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Diferente expresion del 5-HT2s-R en el NRD
de rata y raton (Trabajo 3)

A pesar de que los datos del trabajo 2 concuerdan con datos previos observados en rata (Gasull-
Camés et al., 2017, 2018), (tal y como se ha mencionado en el apartado anterior), estudios andlogos
en raton muestras resultados opuestos (Fullana, Gasull-Camds et al 2019b, 2020). Asi, se observd
gue la administracion de un siRNA dirigido contra los transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST
en IL, y su consecuente hiperactivacién glutamatérgica persistente, producia una disminucién en la
liberacion de 5-HT y los ratones mostraban un fenotipo depresivo (Fullana et al., 2019b). Del mismo
modo que en el estudio realizado en ratas de Gasull-Camds et al (2017), cuando el bloqueo de GLT-1
y GLAST se realizé en PrL, no se observd ningun efecto, ni a nivel fenotipico ni en lo referente a la

liberacion de 5-HT (Fullana et al., 2019b).

Las razones de esta gran diferencia entre ambos estudios son todavia mal conocidas, y pueden
incluir, por ejemplo, el distinto patrén temporal de activacion glutamatérgica (aguda en rata,
persistente en ratdn). Sin embargo, los resultados del trabajo 3 de la presente tesis aportan nueva

luz a las diferencias interespecie que pueden contribuir a las diferencias observadas.

En el trabajo 3, usando inmunohistoquimica y microdialisis in vivo y se muestra por primera vez
la existencia de diferencias anatomo-funcionales del 5-HT2s-R entre el NRD de rata y ratén. Dicho
receptor es uno de los receptores 5-HT poco conocidos en SNC, a pesar de jugar un papel
fundamental en el sistema cardio-vascular (Kaumann & Levy, 2006), entre otros, y hasta muy
recientemente no se han obtenidos anticuerpos selectivos que permitan caracterizar la presencia de
dicho receptor en cerebro. Estudios de los grupos de U. Spampinato (Univ. Bordeaux) —con quien
nuestro grupo ha colaborado frecuentemente- y L. Maroteaux (INSERM, Paris) en rata y ratdn,
respectivamente, muestran resultados opuestos en cuanto al control de la actividad y liberacion de
5-HT por parte de los 5-HT2s-R (descrito en Cathala et al., 2022), lo que llevé a estudiar la expresién

de 5-HT2s-R en neuronas 5-HT y GABA del NRD.

En particular, al estudiar las diversas subregiones del NRD (NRDd, NRDv y NRDI), la principal
diferencia observada entre las dos especies se encontrd en el NRDI. De hecho, se observd que, en el
NRDI de rata, los 5-HT2s-R se expresan principalmente en un subgrupo de neuronas 5-HT que

contienen GAD67, mientras que, en el NRDI de ratdn, los 5-HT2g-R se expresan principalmente en
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células positivas para TPH2, sin GAD67. El porcentaje de neuronas 5-HT —sin GAD67- que expresan
el 5-HT2g-R en ratén es mas del triple que en rata, mientras que la proporciéon de neuronas 5-HT

+GADG67 que lo expresan es unas 5 veces superior en rata que en ratén.

En consonancia con la distinta expresion del 5-HT2s-R en los distintos tipos neuronales en el NRD
de rata y ratén, la administracion intra-NRD de BW 723C86 (agonista de 5-HTg-R) disminuyé la
liberacién de 5-HT en el NRD de ratas y, sin embargo, aumentd su liberacion en el NRD de ratones,

siendo bloqueados estos efectos por la administracion local de RS 127445 (antagonista de 5-HT2s-R).

En conjunto, estos resultados indican la existencia de diferencias anatémicas en la expresién
celular de 5-HT2s-R en el NRD de rata y ratdn, lo cual se traduce en una influencia opuesta en la
activacion de neuronas 5-HT y en la liberacion de 5-HT. Ademas, destacan la relevancia del
subconjunto de neuronas 5-HT positivas para GAD67 en la modulacion diferencial de la actividad

neuronal 5-HT en ratas y ratones.

De este modo, la activaciéon de las fibras procedentes de la CPF podria regular de manera
distinta la actividad del NRD de ambas especies mediante un balance excitacién/inhibicién

diferente en rata y raton.
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1.

Las neuronas piramidales de la IL poseen una mayor sensibilidad que las de PrL a la
neurotransmision serotoninérgica. Asi, la gran mayoria (84%) son sensibles a la estimulacion
del NRD, mientras que solo lo son un 64% de las de PrL. Ademas, las neuronas piramidales de
IL presentan un mayor porcentaje de respuestas inhibitorias (64% vs. 36% en IL y PrL,
respectivamente), lo que hace de esta zona cortical un area especialmente sensible a las

acciones inhibitorias de la 5-HT.

Las respuestas inhibitorias implican, al menos, 3 mecanismos distintos, mediados por 5-
HT1a-R y GABAAa-R piramidales y por 5-HTs-R expresados en interneuronas GABAérgicas.
Ademas, hemos encontrado evidencias de un cuarto mecanismo (activacion de 5-HT2a-R en
interneuronas GABAérgicas) que precisa de una mejor caracterizacién. En cambio, las
respuestas excitatorias inducidas por 5-HT en ambas dreas corticales estdn mediadas por los

5-HT2a-R expresados en las propias neuronas piramidales.

Dada la existencia de una hiperactivacion glutamatérgica en la CCAv de pacientes con TDM (y
en la corteza IL de modelos animales de TDM), los antidepresivos con accion serotoninérgica
como los ISRS, IRSN, etc., podrian ejercer parte de su accion terapéutica a través de la
normalizacion del balance excitacidon/inhibicién excesivo, a través de un aumento de las

acciones inhibitorias de 5-HT en esta area cortical.

La CPF, y en particular ILy PrL son areas clave en el control de la actividad serotoninérgica,
ya que la mayor parte de las neuronas 5-HT del NRD son sensibles a la estimulaciéon de ILy
PrL a baja frecuencia (92% y 89%, respectivamente). Ello indica -junto a los resultados en los
gue se basa la 12 conclusiéon - que la actividad de la PCF y el NRD estan intimamente
relacionadas, con un control inhibitorio mutuo que puede afectar la funcién neuronal en
muchas otras areas cerebrales, dadas las multiples proyecciones de ambas estructuras a

otras dareas corticales y subcorticales.
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5.

IL y PrL controlan de forma diferencial la actividad de las neuronas 5-HT del NRD, con una
mayor magnitud en el caso de IL. Asi, la estimulacién de IL a frecuencias altas (10 y 20 Hz),
modificé la actividad de una mayor proporcion de neuronas 5-HT del NRD que la
estimulacion de PrL a las mismas frecuencias (80 % frente a 64 % a 10 Hz; 86 % frente a 59 %
a 20 Hz, respectivamente). Asimismo, la estimulacion eléctrica y optogenética de ambas areas
aumento en la liberacién de 5-HT en el NRD, siendo dicho aumento significativamente mayor
tras la estimulacion de IL. Finalmente, los mecanismos involucrados parecen ser distintos,

con una mayor participacion de las neuronas GABAérgicas del NRD en el caso de IL.

La activacion de fibras procedentes de la CPF podria regular de manera distinta la actividad
del NRD de rata y ratén debido a un balance excitacion/inhibicion diferente, ya que en rata
los 5-HT28s-R excitatorios se expresan principalmente en un subgrupo de neuronas 5-HT que
contienen GAD67, mientras que, en el ratdn, los 5-HT2s-R se expresan principalmente en
células positivas para TPH2. Dicha diferencia es particularmente notable en la zona lateral del

NRD.
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