Discussio

V. DISCUSSIO

1. Consideracions generals

Un dels principals objectius de la present tesi ha estat estudiar el paper que
exerceixen els receptors excitadors (serotoninérgics 5-HT,a, adrenérgics oy i
glutamatergics AMPA) i inhibitoris (serotoninérgics 5-HT+a), presents a I' EPFm de
rata i ratoli, sobre I' alliberacié cortical de 5-HT in vivo. Estudis previs del laboratori
han mostrat que I' activacié dels receptors 5-HT,a i AMPA corticals produeix un
increment de la frequéncia de descarrega de les neurones piramidals de I' EPFm i de
les neurones 5-HTeérgiques del NDR, aixi com un increment de I' alliberacié cortical
de 5-HT (Martin-Ruiz et al., 2001; Puig et al., 2003). Per tant, la mesura d’ alliberacié
cortical de 5-HT in vivo ens serveix com a indicador de I’ activitat del circuit escorca
prefrontal — nuclis del rafe.

Ens hem centrat principalment en I' analisi dels efectes d’ aquests receptors
monoaminérgics (5-HT2a, 5-HT1a, adrenérgics o) ja que son els receptors pels quals
determinats farmacs antipsicotics presenten una elevada afinitat i, en concret, a I
EPFm perqué és una regio on son particularment abundants i per la seva implicacio
en la simptomatologia negativa de I’ esquizofrenia. Tot i la importancia dels receptors
D2 en el tractament de I’ esquizofrénia (no s’ ha descrit fins al moment cap farmac
amb capacitat antipsicotica sense que bloquegi almenys parcialment els receptors
D2), la preséncia d’ aquests receptors a I’ EPF no esta prou clara. S’ ha suggerit una
moderada expressio del missatger i de la proteina en totes les capes corticals i
especialment a capa V en diferents tipus de perfils cel-lulars (Vincent et al., 1993; Le
Moine et al., 1998). Semblaria, per tant, que les accions dels farmacs antipsicotics a
I' EPF poden ser importants per a la seva accié terapeutica perd no podem descartar
de cap manera la importancia del bloqueig D2 en I'acci6 d’ aquests farmacs sobretot
a regions limbiques com el NAc.

D’ altra banda, un altre neurotransmissor ampliament implicat en I’ esquizofrenia
ha estat el glutamat. Inicialment es va postular un déficit en la neurotransmissio
glutamatérgica degut als efectes induits per antagonistes NMDA, perd resultats

recents indiquen una situacié contraria (vegeu Introduccio, apartat 1.2.3., i tot seguit
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apartat 8). Aquests estats d’ hipo o hiper-glutamatérgia podrien correspondre a fases

diferents de I’ esquizofrénia.

2. Modulacié del circuit EPF - NR per receptors monoamineérgics

Els resultats obtinguts en els treballs 1, 2, 4 i 5 han posat de manifest que I
activacié dels tres receptors excitadors, moduladors (5-HT2a i o4) i ionotropic
(AMPA), es tradueix en un increment de I' alliberacié cortical de 5-HT per un
mecanisme depenent d’ impuls nervios ja que | efecte és revertit per la
tetrodotoxina, que bloqueja els canals de sodi depenents de voltatge.

Aquest increment de I’ alliberacié de 5-HT a I' EPFm induit tant per I’ administracié
local de I' agonista parcial 5-HT2a2c DOl com de I’ agonista glutamatérgic S-AMPA
(treballs 1, 2 i 5) ja havia estat observat anteriorment en rata (Martin-Ruiz et al.,
2001). Per estudiar el paper dels receptors 5-HTia s’ han utilitzat ratolins
genoanul-lats (treball 1). Els resultats del treball 2 fan palesa la similitud dels efectes
entre ambdues espécies, rata i ratoli. A més a més en els treballs 1 i 3 vam
caracteritzar neuroquimicament i farmacologica, a I' EPFm i al NDR, els ratolins
genoanul-lats dels receptors 5-HT qa.

L’ efecte del DOI s’ interpreta com a resultat de I’ activacié de les vies excitadores
descendents cap al NDR i el consequent increment de I' activitat serotoninérgica
portant a un augment final d’ alliberaci6 de 5-HT a terminacions. Aquest fet esta
recolzat per estudis anteriors del grup on s’ ha descrit un increment de la frequéncia
de descarrega de les neurones piramidals a les zones corticals Cg1 i PL (arees
mostrejades per la sonda de microdialisi) després de I' administracioé sistémica de
DOI (Puig et al., 2003) i un increment de la frequéncia de descarrega d’ algunes
neurones serotoninérgiques al NDR després de I’ aplicacio local de DOl a I' EPFm
(Martin-Ruiz et al., 2001). Aixi mateix, I' increment de la neurotransmissio
glutamatérgica cortical mediada per receptors AMPA seguint diferents estrategies
(aplicacio exdogena de I' agonista S-AMPA a I' EPFm, treballs 1, 2 i 5; desinhibici6 de
les aferéncies excitadores talamiques a I' EPFm, treball 5) incrementa la frequéncia
de descarrega de les neurones piramidals i I’ alliberaci6 de 5-HT a terminacions
corticals (Martin-Ruiz et al., 2001; Puig et al., 2003). Aquests resultats concorden

amb I’ increment de |’ expressio de c-fos, gen d’ activacidé primerenca sensible a
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activitat eléctrica, a EPFm després de la desinhibicié del talem mediodorsal amb
bicucul.lina (Erdtsieck-Ernste et al., 1995).

Ara bé, cal tenir present que les neurones piramidals de I' EPFm controlen I’
activitat de les neurones 5-HT del NDR d’ una manera complexa ja que a més d’ una
influencia excitadora, se n’ ha descrit una d’ inhibidora mediada possiblement tant
per les interneurones GABAeérgiques com pels autoreceptors 5-HT1a (Celada et al.,
2001; Varga et al., 2001; Jankowski i Sesack, 2004). Una possible explicacié podria
ser que les neurones piramidals de les regions més ventrals de I’ EPFm (com la IL
estudiada per Varga et al.,, 2001) innervessin majoritariament les interneurones
GABAeérgiques enlloc de les neurones 5-HT del NDR. De fet, petites diferéncies
regionals en el lloc d’ estimulacio farmacologica o eléctrica de I’ EPFm produeixen
una influéncia contraria en I activitat de les neurones noradrenérgiques del LC (Sara
i Hervé-Melville, 1995; Jodo et al., 1998).

De la mateixa manera, els resultats obtinguts en el treball 4 mostren que I
administracié de cirazolina (agonista del receptor adrenérgic o4) a I' EPFm
incrementa |’ alliberament local de 5-HT per I' estimulacié dels adrenoceptors o
localitzats possiblement a les neurones piramidals que projecten cap al NDR,
mitjangant un mecanisme similar a I’ observat préviament per I’ activacido 5-HTa.
Aquesta presumpcié esta recolzada principalment per un seguit d’ analogies entre
els dos receptors, 5-HTa i 0i4:

e Ambdds sén excitadors i estan acoblats al mateix sistema de transducci6 de

senyal (hidrolisi de fosfoinositids i mobilitzacié de Ca®* a través de I activacio
de proteines Gy i consequent activacio de la fosfolipasa C).

e La seva activacié despolaritza (Araneda i Andrade, 1991) i incrementa I
excitabilitat de les neurones piramidals de I' EPFm de rata (Marek i
Aghajanian, 1999).

e Existeix una gran superposicio en la distribucié d’ ambdds receptors en les
zones PL i IL de I' EPFm de rata i ratoli (Pazos et al., 1985; Palacios et al.,
1987; Pieribone et al., 1994; Pompeiano et al., 1994; Day et al., 1997; Lopez-
Giménez et al., 2002) que projecten al NDR (Hajos et al., 1998; Peyron et al.,
1998) tot i que fins ara no hi ha evidéncies de coexpressid en neurones

piramidals.
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e En estudis de microdialisi de doble sonda (treball 4), s’ observa un increment

de I’ alliberacié de 5-HT al NDR induit per I' aplicacié de cirazolina a I' EPFm.

3. Paper de la transmissiéo glutamatérgica en els efectes excitadors de I’

activacio dels receptors 5-HT2a i 04 corticals

L’ increment de I’ alliberacié de 5-HT produit per I' administracié local de DOI i de
cirazolina a I' EPFm es reverteix per un antagonista del receptor AMPA/KA (NBQX) i
en canvi no per I’ antagonista NMDA MK-801 (Martin-Ruiz et al., 2001; treballs 2 i 4).
De forma analoga, la perfusiéo de S-AMPA mimetitza I increment de I’ alliberaci6 de
5-HT induit per DOI i cirazolina (Martin-Ruiz et al., 2001; treballs 1, 2, 4 i 5) mentre
que la reduccio de la transmissio glutamatéergica mitjangant I' aplicacio local de I
agonista dels receptors metabotropics del glutamat (mGIuR) II/lIl 1S,3S-ACPD
reverteix aquest increment. No esta clar pero si aquest agonista mGIuR actuaria de
manera presinaptica inhibint I’ alliberacié de glutamat i/o postsinapticament
mitjangant I' activacié de mGIuR inhibidors. En qualsevol cas, aquestes observacions
permeten concloure que aquest increment de I’ alliberacié de 5-HT induit per I
activacié dels receptors corticals 5-HT,a i 04 depén de la transmissio glutamatérgica
mediada per receptors AMPA a |’ EPFm.

Aquests resultats concorden amb estudis previs realitzats in vitro en rodanxes d’
EPFm que descriuen un increment de I’ excitabilitat piramidal induit per 5-HT (5-
HT.a-depenent) i per NA, i una reversié d’ aquest efecte per antagonistes AMPA i
agonistes mGIuRII (Aghajanian i Marek, 1997; Marek i Aghajanian, 1999). Ara bé, hi
ha certa controvérsia sobre el mecanisme implicat en la interaccié existent entre I
activacié d’ aquests dos receptors monoamineérgics excitadors i la transmissio
glutamatérgica, en particular sobre I’ origen del glutamat i la localitzacio dels
receptors 5-HT,a. Per una part, s’ ha descrit que la 5-HT activaria receptors 5-HTza
localitzats en aferéncies talamo-corticals a I’ EPFm (presinaptics), alliberant glutamat
i incrementant els EPSCs a les neurones piramidals mitjangant receptors AMPA
(Marek i Aghajanian, 1998; Marek et al., 2001). Per I’ altra, la lesié del nucli MD del
talem, que projecta a I' EPFm, no anul-la els efectes excitadors de I' activacio 5-HTza
per I' al-lucinogen DOI (increment de I' activitat piramidal i de I' alliberacié de 5-HT

cortical; Puig et al., 2003). En aquest sentit, s’ ha descrit que I' increment de I
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alliberacié de 5-HT a I' EPFm induit per la desinhibicié talamica (increment de la
transmissié glutamatérgica endogena) és revertit per I' aplicacié de I’ agonista del
receptor p-opioide DAMGO (receptors presents en terminals talamiques de I
escorca; Delfs et al., 1994) a diferéncia de I’ increment de I alliberacio de 5-HT induit
per DOl que no és antagonitzat per DAMGO (Puig et al., 2003). Aquestes
observacions suggereixen que I’ efecte del DOI té lloc per una acci6 directa sobre
aquests receptors serotoninérgics postsinaptics situats en neurones piramidals i que
no depén d’ un increment de I’ alliberacié de glutamat d’ aferéncies talamiques.
Aquesta darrera interpretacid esta recolzada per dades que indiquen que la
despolaritzacio induida per 5-HT depén de receptors 5-HT,a en neurones piramidals
(Béique et al., 2003) i per I’ aparent inexisténcia de receptors 5-HT,a en axons
glutamatérgics a I' EPF (Miner et al., 2003).

4. Accions locals vs. distals en la modulacio de I’ alliberament de 5-HT

Els receptors serotoninérgics 5-HT,a s’ expressen densament a les neurones
piramidals i en menor proporcié a les interneurones GABAeérgiques (vegeu apartat
2.4.1.,; Willins et al., 1997; Hamada et al., 1998; Jakab i Goldman-Rakic, 1998;
Santana et al., 2004). Tot i que els estudis de microdialisi no permeten distingir quina
subpoblacié és la responsable de I’ accié del DOI sobre I’ alliberament de 5-HT, la
major proporcié de receptors 5-HT,n a neurones piramidals i I’ accié global
excitadora del DOI sobre la frequéncia de descarrega de les neurones piramidals in
vivo (Puig et al., 2003) indica que I’ acci6 d’ aquests receptors 5-HT,a piramidals
supera una possible accié en cél-lules GABAérgiques. Aquests receptors també s’
han trobat en una tercera poblacié molt més minoritaria, a terminacions nervioses
(Jakab i Goldman-Rakic, 1998; Miner et al., 2003) pero és forga improbable que es
tracti de terminals serotoninérgiques ja que s’ ha descrit que les neurones 5-HT no
expressen els receptors 5-HT,4 (Pompeiano et al., 1994; Fay i Kubin, 2000).

Pel que fa als receptors adrenérgics o4 no han estat descrits fins al moment en
terminals i de fet, s’ ha suggerit una localitzaci6 somatodendritica del receptor a
causa de la bona correspondéncia entre la proteina del receptor i I' ARNm (vegeu
apartat 2.4.2.), excloent aixi una possible implicacié de receptors o4 presinaptics en

terminacions 5-HT en I’ efecte de la cirazolina.
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De la mateixa manera, I’ accié de I’ agonista glutamateérgic S-AMPA tindria lloc a
través de receptors postsinaptics presents a I' escorga, és a dir, incrementant la
sortida excitadora cortical, fet que activaria les neurones a les quals projecta, entre
elles les neurones 5-HT del NDR amb el consequent increment de I’ alliberacié de 5-
HT a I' EPFm ja que les subunitats GluR (que formen els receptors AMPA) no
semblen expressar-se en terminals axoniques (Petralia i Wenthold, 1992). Aquesta
accio postsinaptica del S-AMPA esta recolzada per I’ anul-lacié dels seus efectes in
vitro per 8-OH-DPAT en neurones piramidals (Cai et al., 2002).

Ara bé, no podem descartar del tot una possible acci6 presinaptica addicional en I’
activacié d’ aquests tres receptors excitadors. Aixi, estudis d’ alliberacié han suggerit
un possible efecte local (en terminacions) de I’ activacio del receptor AMPA ja que I
aplicacio local de S-AMPA, a estriat i hipocamp, incrementa I’ alliberacié de 5-HT en
aquestes regions (Ohta et al., 1994; Whitton et al., 1994; Maione et al., 1997; Tao et
al., 1997). Recentment aquests treballs han estat recolzats per un estudi que ha
descrit receptors AMPA a membranes presinaptiques en cultius cel-lulars (Schenk et
al., 2003). Aixi doncs, en el cas que hi haguessin receptors AMPA en axons
serotoninérgics in vivo, I efecte de I’ AMPA sobre I alliberament de 5-HT cortical es
podria explicar també per un efecte directe sobre terminals 5-HT, i I accié del DOI, i
per analogia de la cirazolina, d’ incrementar I’ activitat piramidal podria induir un
augment de l'alliberament local de 5-HT a través de sinapsis axo-axoniques
efectuades per col-laterals de les neurones piramidals a I’ EPF. Aquest mecanisme
podria ser comu a I accié del DOI, la cirazolina, el S-AMPA i la desinhibicié talamica,
ates que tots ells produeixen un augment de l'activitat de les neurones piramidals.
Ara bé, aquest segon mecanisme de tipus local no exclouria el del circuit llarg EPF-
rafe, per al qual s’han esmentat abans les evidéncies que recolzen la seva
existéncia. En qualsevol cas, cal tenir també present que tal i com comentarem tot
seguit I' efecte del DOI, de la cirazolina i de ' AMPA ha estat revertit per agents que

actuen sobre receptors situats a neurones de I' EPF, és a dir, postsinapticament.

208



Discussio

5. Interaccié receptor 5-HT1a amb receptors 5-HT,, ai-adrenérgics i AMPA

L’ EPFm conté una gran abundancia de receptors 5-HT4 (Pompeiano et al., 1992;
Kia et al., 1996a), que s’ expressen majoritariament en neurones piramidals i, en
proporcié molt inferior, en interneurones GABAérgiques (Santana et al., 2004). L’
activacié d’ aquests receptors acoblats a canals de K* en neurones piramidals és la
responsable, en part, de les accions hiperpolaritzants i de la consequent disminucio
de la frequéncia de descarrega induides per la 5-HT in vitro i in vivo (Araneda i
Andrade, 1991; Ashby et al., 1994, respectivament). Existeix una superposicié en la
distribucio dels receptors 5-HT,4 i 5-HT1a a I’ EPF a nivell de proteina i ARNm (Pazos
i Palacios, 1985; Pazos et al., 1985; Pompeiano et al., 1992, 1994). Endemés,
estudis d’ electrofisiologia in vitro i in vivo suggereixen la colocalitzacié dels
receptors 5-HTqa (hiperpolaritzants) i 5-HT,s (despolaritzants) en les mateixes
neurones piramidals (Araneda i Andrade, 1991; Ashby et al., 1994). D’ acord amb els
resultats presentats al treball 1, aproximadament un 80% de les cél-lules prefrontals
(majoritariament neurones piramidals) coexpressen els ARNm d’ ambdéds receptors.

Per tant, és d’ esperar trobar una accié oposada d’ aquests receptors 5-HT1a
inhibidors enfront de I’ activacié farmacoldgica dels receptors excitadors 5-HTa, 0i4-
adrenérgics i AMPA. | efectivament, I' increment de I' alliberacié cortical de 5-HT
originat per I' administracié local de DOI, cirazolina i S-AMPA, ha estat revertit
completament per la co-perfusié de diversos agonistes selectius, totals i parcials, del
receptor 5-HT1a @ ' EPFm de rata i ratoli (treballs 1, 2 i 4), probablement per la
hiperpolaritzacié piramidal induida per I’ activaci6 d aquest receptor que
contrarestaria un increment de I’ excitabilitat piramidal, reduint aixi I' activitat del
circuit EPFm-NR i per tant, I alliberacié de 5-HT a terminacions. Estudis previs del
laboratori ja havien descrit aquesta interaccié entre els receptors 5-HTza i 5-HTa
(Martin-Ruiz et al., 2001) i havien mostrat que I' aplicacio local d’ agonistes 5-HTa,
BAY x 3702 i 8-OH-DPAT, a I' EPFm, redueixen I’ alliberacio local i distal (NDR) de
5-HT i la frequéncia de descarrega de les neurones 5-HT del NDR (Casanovas et al.,
1999; Celada et al., 2001).

Aquesta accio inhibidora dels agonistes 5-HT1a (treball 1) té lloc exclusivament a
través de receptors 5-HT 4 ja que és comuna a cinc agonistes diferents, és revertida

per la prévia inactivacio dels receptors 5-HT1a (toxina pertussica i EEDQ) i per I
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aplicacié de I’ antagonista 5-HT1a WAY-100635, i esta totalment absent en ratolins
genoanul-lats d’ aquest receptor. Els resultats obtinguts en aquests ratolins
verifiquen definitivament I’ especificitat de les respostes farmacologiques originades
per agonistes 5-HTqa.

Les dues estratégies emprades en rata per tal d’ inactivar els receptors 5-HTa
corticals han resultat utils per atenuar o cancellar la resposta 5-HT4a. La toxina
pertussica ha estat usada in vivo per tal d’ inactivar receptors 5-HTqa pre- i
postsinaptics (Andrade et al., 1986; Innis i Aghajanian, 1987). Per la seva part, I
EEDQ ha estat també préviament emprat amb la finalitat d’ inactivar receptors 5-
HTa i altres acoblats a proteines G in vitro (Gozlan et al., 1994). Ara be, el disseny
experimental (proteccid local selectiva dels receptors 5-HTa per ritanserina) ha estat
realitzat per primera vegada in vivo en el treball 1 i ha permés la preservacié de I
efecte local del DOI mentre la resposta del BAY x 3702 ha estat totalment anul-lada.
Contrariament, la proteccié local dels receptors 5-HT4a per WAY-100635 durant I
administracié de I' EEDQ ha conservat I’ efecte inhibidor del BAY i per tant, ha
recolzat que la seva acci6 és 5-HT 4 depenent.

La reversio per I’ activacio 5-HT1a de I’ efecte del DOI, cirazolina i S-AMPA ha d’
implicar forgosament els receptors 5-HT1a postsinaptics, ja que aquests no estan
presents en terminacions axoniques (Azmitia et al., 1996; Riad et al., 2000). Aixi
mateix, els resultats obtinguts també estan d’ acord amb que la capacitat de la 8-OH-
DPAT de suprimir la frequéncia de descarrega de les cél-lules 5-HT esta reduida a I
extreure I' EPFm i al realitzar una transeccio cortical (Ceci et al., 1994; Hajos et al.,
1999). També WAY local a EPFm reverteix I' efecte de la 8-OH-DPAT sobre I
alliberacié de 5-HT al NDR i a I’ EPFm (Celada et al., 2001).

Els resultats neuroquimics (treball 1) es relacionen amb dades d’ electrofisiologia
que mostren respostes bifasiques en neurones piramidals de I' EPFm de rata
després de I’ estimulacié electrica del NDR i NMR. Probablement aquestes respostes
reflecteixen efectes contraris en I' excitabilitat de les neurones piramidals que
coexpressen els receptors 5-HTzp i 5-HT4a. | també s’ han vist respostes oposades
(inhibicions 5-HTa-depenents i excitacions 5-HTya-depenents) en la mateixa
neurona piramidal induides per I’ estimulacié consecutiva dels nuclis del rafe a

diferents coordenades, suggerint d’ aquesta manera una connectivitat precisa entre
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subgrups neuronals 5-HTérgics i ambdds receptors de 5-HT presents a neurones

piramidals (treball 1).

6. Antagonisme funcional entre els receptors 5-HT2a, o1 i AMPA

Els treballs 1, 2, 4 i 5, i d’ altres previs del nostre grup han permés construir un
model del circuit EPFm-NDR (figura 14).

EPFm Talem (MD+CM)

S'AMPE_* d) Glu ’ m" Bicucul lina
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Figura 14. Representacio esquematica de les interaccions entre ' EPFm i les neurones

serotoninérgiques del mesencéfal, amb alguns dels receptors i neurotransmissors implicats.

Les neurones piramidals expressen receptors 5-HT,a, AMPA i possiblement o -
adrenérgics I’ activacié dels quals incrementa llur excitabilitat i/o frequéncia de
descarrega. Estudis anatomics i funcionals indiquen I' existéncia d’ una marcada
connectivitat reciproca entre I' EPFm i els NR. L’ activacio selectiva dels receptors 5-

HToa i oy @a I' EPFm per I' aplicacio local d’ agonistes (DOI i cirazolina-CIR-,

211



Merceé Amargds i Bosch

respectivament) i dels receptors AMPA per I’ aplicacio de I' agonista S-AMPA o per la
desinhibicié de les aferéncies talamiques, incrementa I’ alliberacioé local de 5-HT
(Martin-Ruiz et al., 2001; Puig et al., 2003; treballs 1, 2, 4 i 5), mentre que la dels
receptors 5-HT 14 pel BAY x 3702 disminueix I’ alliberacié local de 5-HT i contraresta I
efecte d’ incrementar la 5-HT de DOI, cirazolina i AMPA (Casanovas et al., 1999;
Celada et al., 2001; Martin-Ruiz et al., 2001; treballs 1, 2, 4 i 5). Els receptors 5-HTa
es localitzen a la regié somatodendritica de les neurones piramidals corticals i també
al con axonal (Kia et al., 1996; De Felipe et al., 2001; Czyrak et al., 2003). Els canvis
en I’ alliberacié de 5-HT estan probablement mediats per la modulacio de I’ activitat
de les neurones piramidals de I’ EPFm, PL i IL, que projecten densament al NDR
(Hajos et al., 1998; Peyron et al., 1998), i controlen I' activitat de les neurones 5-
HTergiques i de les interneurones GABAeérgiques (Celada et al., 2001; Varga et al.,
2001) dels NR. Els efectes de I' activacio d’ aquests tres receptors excitadors 5-HT 4,
AMPA i o4 -adrenérgics son revertits indistintament pel bloqueig de qualsevol dels
receptors (M100907, NBQX i prazosin, respectivament). L’ eliminacié del to d’ un
dels receptors pel seu antagonista respectiu seria suficient per a reduir I' activitat
piramidal i la sortida cortical excitadora descendent cap a les neurones 5-
HTergiques. Aquest antagonisme reciproc també s’ observa en estudis de
comportament on les sacsejades de cap (head twitches) induides pel DOI en
rosegadors s’ eliminen per prazosin, agonistes 5-HTqa, antagonistes 5-HToanc i
antipsicotics classics (Schreiber et al., 1995; Dursun i Handley, 1996). De tota
manera, no podem saber amb certesa si M100907 i prazosin actuen com
antagonistes purs in vivo ja que s’ ha descrit el prazosin com un agonista invers en
sistemes cel-lulars artificials (Zhu et al., 2000; Hein et al., 2001).

Aquests resultats suggereixen que les neurones piramidals tenen un paper
integrador de varietat de senyals i que les interaccions entre farmacs i la consequent
sortida d’ informacié cortical son un balan¢ a nivell cel-lular (piramidal) i no
receptorial. Aixi, els antipsicotics contrarestarien també I’ increment de I’ activitat de
les neurones piramidals per un bloqueig oy-adrenérgic (classics) i, a4-adrenérgic
més 5-HTza (atipics), reduint I’ activitat d’ aquestes neurones i per tant, I’ increment
de I' alliberacié de 5-HT induit per I’ activacié dels receptors 5-HTz5, AMPA i o4 —

adrenérgics en neurones de projeccio de I’ EPFm.
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7. Acci6é dels farmacs antipsicotics en models d’estimulacié de receptors

excitadors

Els farmacs antipsicotics tenen un perfil farmacoldgic complex ja que presenten
afinitat per diferents receptors monoaminérgics (taula 1). Tots els antipsicotics, tant
tipics (haloperidol i clorpromacina) com atipics (clozapina i olanzapina), emprats en
els treballs 2, 4, 51 6 tenen en comu una elevada afinitat in vitro pels receptors ou-
adrenérgics (nM), mentre que només els atipics posseeixen una alta afinitat pels
receptors serotoninérgics 5-HT,a i actuen com antagonistes d’ ambdds receptors
(Arnt i Skarsfeldt, 1998; Bymaster et al., 1999; Meltzer et al., 1999; Sebban et al.,
1999). L’ administracié local a I' EPFm de qualsevol dels quatre antipsicotics
haloperidol, clorpromacina, clozapina i olanzapina contraresta I’ increment de I
alliberacié de 5-HT produit per I' agonista 5-HT2a2c DOI (treball 2), per I agonista ou4-
adrenérgic cirazolina (treball 4) i per I' increment de la neurotransmissio
glutamatérgica (perfusié de I’ agonista S-AMPA i desinhibicié talamica; treball 5).
Tenint en compte que tant I' antagonista selectiu o4-adrenérgic, prazosin, com I
antagonista selectiu dels receptors 5-HT2a, M100907, reverteixen I’ increment de I’
alliberacio de 5-HT a I' EPFm induit per I’ activacié 5-HT,a (Martin-Ruiz et al., 2001;
treballs 1, 2 i 4), per I' activacio o4-adrenérgica (treball 4) i, per I' activacio
glutamatérgica AMPA (treball 5); i les afinitats relatives d’ aquests quatre
antipsicotics, podriem concloure que I’ efecte dels antipsicotics atipics seria degut a
la seva capacitat de bloquejar els receptors 5-HT,a i els oy-adrenérgics in vivo,
mentre que en I’ efecte dels classics hi participaria el bloqueig oy-adrenérgic. De tota
manera no podem excloure completament un possible efecte addicional de I
haloperidol i de la clorpromacina sobre els receptors 5-HT,5 a causa de la seva
moderada afinitat per aquest receptor.

Aixi mateix, la perfusio local de M100907, prazosin i dels antipsicotics a I' EPFm
(a diferéncia de la de NBQX) també redueix I’ alliberacié de 5-HT fet que recolzaria I
existéncia d’ un possible control tonic sobre I’ alliberaci6 basal de 5-HT pels
receptors 5-HT,a i els oy-adrenérgics corticals perd no pels AMPA (els receptors ou-
adrenérgics als NR també controlen tonicament |’ activitat de les neurones
serotoninérgiques i la seva alliberacio local i en terminacions; Baraban i Aghajanian,
1980; Rouquier et al., 1994; Adell i Artigas, 1999; Bortolozzi i Artigas, 2003).
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Recentment ha sorgit un gran interés pel paper dels receptors 5-HTa en I’ activitat
dels antipsicotics atipics ja que algun d’ ells, com la ziprasidona o I' aripiprazol,
mostren una afinitat elevada per aquest receptor actuant d’ agonistes parcials,
mentre que d’ altres que no presenten alta afinitat, com la risperidona o la propia
clozapina, actuen de fet com agonistes indirectes del receptor a través de
mecanismes encara mal coneguts (Millan, 2000; Ichikawa et al., 2001; Chou et al.,
2003).

Les neurones piramidals prefrontals expressen abundantment els receptors 5-
HT.a, 5-HT4a i oy-adrenérgics (pels quals els antipsicotics tenen una elevada
afinitat), fet que indicaria que aquestes neurones sén dianes cel-lulars comuns per I’
acci6 dels farmacs antipsicotics. En el treball 5, s’ ha administrat prazosin, M100907 i
els antipsicotics classics i atipics tant de manera local com sistémica i s’ ha observat
en totes dues vies d’ administracié una reversio de I' efecte de I' activacio dels
receptors AMPA d’ igual magnitud, fet que posaria de manifest la importancia de I
EPF en el mecanisme d’ accidé dels antipsicotics. Aquest conjunt de resultats
recolzen el paper fonamental del 16bul frontal en la fisiopatologia i tractament de I
esquizofrenia (per revisié vegeu Weinberger et al., 1994; Arnt i Skarsfeldt, 1998;
Lidow et al., 1998; Lewis i Lieberman, 2000).

Cal destacar que aquestes tres propietats dels antipsicotics (bloqueig del receptor
5-HT,a i/0 oy-adrenérgic, activacié del receptor 5-HT1a) convergeixen en el mateix
efecte a I' EPFm, en una reduccié de I alliberacioé de 5-HT que, probablement, tindria
lloc de manera parallela a un canvi en I' activitat de les neurones piramidals.
Aquests resultats suggereixen per tant, que a més de la seva acci6
antidopaminérgica que molt possiblement té lloc a nivell de NAc, els antipsicotics
exercirien parcialment els seus efectes terapéutics disminuint I activitat/I’ excitabilitat
de les neurones piramidals que projecten cap al mesencéfal a través de qualsevol d’
aquests mecanismes. En aquest sentit, estudis realitzats recentment en models
animals han suggerit un possible paper terapéutic del bloqueig adrenérgic oy
(prazosin) potenciant I’ efecte tipus antipsicotic de I’ antagonista dels receptors
dopaminérgics Dy; raclopride (Wadenberg et al., 2000). S’ ha mencionat també que
antagonistes AMPA i agonistes de receptors metabotropics del glutamat del grup Il ,
és a dir, farmacs que disminueixen I’ alliberacié de glutamat, son farmacs efectius en

models animals de psicosi (Moghaddam et al., 1997; Meltzer, 2002; Krystal et al.,
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2003). Aquestes observacions corroboren els nostres resultats obtinguts en el treball
5 on els antipsicotics reverteixen un increment de I’ alliberacié de 5-HT induit per un
augment de la transmissio glutamatérgica, possiblement mitjangant una disminucid
de I' alliberacioé de glutamat relacionat amb una reduccioé de I’ activitat de la neurona
piramidal.

D’ altra banda, la perfusié a I' EPFm de I' antagonista selectiu dels receptors
dopaminérgics D,/D3 raclopride només reverteix parcialment I' increment de I
alliberacio local de 5-HT induit per I' increment de la transmissio glutamatérgica
mentre que la seva administracié sistémica no és capac¢ de contrarestar aquest
increment (treball 5). Aquestes dades juntament amb la preséncia minoritaria dels
receptors D, a I' EPFm semblarien indicar una menor participacié d’ aquests
receptors corticals en I' efecte dels antipsicotics.

La perfusié cortical de I' antidepressiu reboxetina (inhibidor selectiu de la
recaptacid de NA) o de I' ansiolitic diazepam (modulador al.lostéric del receptor
GABAA) no és capag de revertir I' increment de I’ alliberacié de 5-HT induit per I
activacio dels receptors AMPA a I' EPFm (treball 5). Aquestes dades suggereixen
que la capacitat dels antipsicotics de disminuir I alliberacié de 5-HT a I’ EPFm, i en
darrera instancia de reduir I’ activitat de les neurones piramidals, podria ser un tret

diferencial del mecanisme d’ acci6 d’ aquests farmacs.

8. Model animal d’ esquizofrénia: antagonisme NMDA. Efecte d’ antipsicotics.

Els antagonistes NMDA no competitius sén drogues psicotomimétiques que
indueixen simptomes psicotics, negatius i cognitius en individus sans, exacerben les
manifestacions ja existents en malalts esquizofrénics i la seva administracio en
animals s’ utilitza com a model farmacologic d’ esquizofrenia (vegeu Introduccid,
apartat 1.2.3.).

Les primeres hipotesis de la malaltia van postular una hipoactivitat glutamatérgica
ja que els antagonistes NMDA (hipofunci6 a nivell d’ aquest receptor) originaven tota
aquesta simptomatologia propia de I esquizofrénia. Estudis recents, pero, han posat
de manifest una hiperactivitat dels sistemes glutamatérgic i dopaminérgic corticals i
subcorticals després de I’ administracié aguda d’ aquestes drogues (Moghaddam et
al., 1997; Yan et al., 1997; Svensson et al., 1998; Moghaddam i Adams, 1998; Mathé
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et al, 1999). Aquestes observacions han estat recolzades per estudis d’
electrofisiologia que han mostrat un increment de I’ activitat de les neurones
piramidals glutamatérgiques de I' EPF després de I’ administracié d’ antagonistes
NMDA (figura 15; Suzuki et al., 2002; Jackson et al., 2004), increment relacionat
amb el desenvolupament d’ anomalies de comportament com hiperlocomocio i I
aparici6 d’ estereotipies. Treballs en pacients esquizofrénics que mostren un
increment de I’ expressio de la subunitat NR-2 del receptor NMDA i en I’ activitat de I
enzim que sintetitza glutamat (glutamina fosfat activada) recolzen també un possible
augment de la funcié glutamatergica en I' esquizofrénia (Haroutunian et al., 2003).
Per altra part, MK-801 sistémic incrementa I expressié de c-fos a escorga cingulada
posterior de ratoli (O’ Neill et al., 1998).
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Figura 15. Resposta excitadora d’ una neurona de I' EPFm a I' administracio sistémica de
PCP en rata anestesiada (Suzuki et al., 2002).

El paper del sistema serotoninérgic en aquest model animal d’ esquizofrenia és
forca desconegut. Per aix0, en la present tesi hem estudiat els efectes dels
antagonistes NMDA sobre I' alliberacié cortical de 5-HT. Els resultats obtinguts en el
treball 6 evidencien que I’ administracié sistémica de PCP, MK-801 i ketamina
(antagonistes  NMDA no competitius) incrementa I alliberacid d aquest
neurotransmissor a I EPFm, coincidint amb estudis previs realitzats amb PCP
(Martin et al., 1998; Millan et al., 1999).
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Cal destacar que I' increment de I' activitat de la neurona piramidal per diferents
mecanismes farmacologics (antagonisme NMDA, activacié receptors 5-HToa) 0
fisiologics (desinhibicio talamica) es tradueix en tots els casos en un increment de I’
alliberacié cortical de 5-HT (treballs 1, 2, 4, 5 i 6) i per tant recolza I' utilitzaci6 de I
alliberaci6 de 5-HT com a mesura indirecta de I' activitat piramidal com hem
esmentat previament.

Ara bé, a diferéncia de I’ augment d’ activitat descrit per I’ administracio sistémica,
s’ ha observat de manera interessant que els antagonistes NMDA per via local no
incrementen els EPSCs en rodanxes d’ EPFm (Aghajanian i Marek, 2000) ni tampoc
produeixen canvis en la freqliéncia de descarrega de les neurones piramidals de I
EPFm en rates anestesiades (Suzuki et al., 2002; Jodo et al., en premsa). Aquestes
observacions coincideixen completament amb els nostres resultats (treball 6) on I
administracié a I' EPFm de diferents concentracions d’ antagonistes NMDA com MK-
801, PCP i ketamina no alteren I’ alliberacié local de 5-HT. D’ aquesta manera s’ ha
postulat que la PCP i els altres antagonistes NMDA podrien activar de manera
indirecta, mitjangant una desinhibicié o altres mecanismes, un grup de neurones
glutamatérgiques de projeccié situades fora de I' EPFm. Dins de les possibles
projeccions implicades en I’ efecte dels antagonistes NMDA distingim les originades
en el nucli MD del talem (MD), a I’ amigdala basolateral, i a VCA1 i SV. En concret,
VCA1 presenta una densa projeccio glutamatérgica cap a I’ EPFm (Jay et al.,1992).
Les neurones piramidals de I' hipocamp podrien ser desinhibides mitjangant el
bloqueig de receptors NMDA a interneurones GABAeérgiques, tot augmentant aixi
l'activitat de vies excitadores hipocamp-EPF (Grunze et al.,1996; Greene, 2001).
Aquestes observacions juntament amb I' evidéncia que I’ aplicacio local de PCP o
MK-801 a VCA1 incrementa la frequéncia de descarrega de les neurones piramidals
de I' EPFm suggereixen que els antagonistes NMDA actuarien sobre receptors
NMDA situats en neurones GABAérgiques de I’ hipocamp, desinhibint aixi les
neurones piramidals que projecten a I' EPFm (Jodo et al., en premsa). Ara bé, una
altra possibilitat sobre el mecanisme implicat, podria ser que PCP i MK-801
antagonitzin els receptors NMDA de les neurones piramidals hipocampals que
projectin, enlloc de a neurones piramidals corticals, a interneurones de I' EPFm
(Tierney et al., 2004) i produeixin finalment un increment de I' activitat piramidal a I
EPFm.
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L’ increment de I’ alliberacié cortical de 5-HT induit per antagonistes NMDA a I
igual que succeia per I’ estimulacié de receptors monoaminérgics excitadors sembla
depenent de glutamat ja que els efectes cognitius i comportamentals de la ketamina
sén atenuats per antagonistes AMPA/kainat i per I' agonista mGIuR del grup Il, LY
354740, aquest darrer també bloqueja I’ alliberament excessiu de glutamat produit
per I administracié sistéemica antagonistes NMDA (Moghaddam i Adams, 1998; taula
4).

Aquest increment de I’ alliberacié cortical de 5-HT induit per I’ administracio
sistémica dels antagonistes NMDA (PCP, MK-801 i ketamina) ha estat completament
bloquejat pel pretractament amb I antagonista selectiu dels receptors o-adrenérgics
prazosin (treball 6). Aixi mateix, hem observat una reversié de I' efecte de la PCP
sobre | alliberacié cortical de 5-HT per I’ antagonista 5-HTa/oc ritanserina. Aquests
resultats tenen un paral-lelisme amb altres estudis de comportament i neuroquimics
(taula 4). | de la mateixa manera, NRA0045 (antagonista D4, 5-HT2a i o) perd no I
antagonista D4, NRAO160 atenua els efectes d’ hiperlocomocid i d’ increment de I
alliberacié de glutamat a I' EPFm induits per PCP (Abekawa et al., 2003). Aquest
conjunt de resultats posen de manifest la implicacié dels receptors adrenérgics oy i
serotoninérgics 5-HT,a (receptors pels quals els antipsicotics atipics tenen una
elevada afinitat) en la reversio dels efectes induits pels antagonistes NMDA.

D’ altra banda, els resultats del treball 6 evidencien que el pretractament amb I’
antipsicotic tipic haloperidol no es capag de bloquejar I’ increment de I’ alliberacio de
5-HT a I' EPFm induit per PCP o ketamina perd en canvi I" administracié sistémica
prévia de I’ antipsicotic atipic clozapina si és capag¢ de bloquejar aquests efectes.
Aquestes diferencies podrien ser causades per la major afinitat de la clozapina pels
receptors serotoninérgics 5-HT,a, 5-HTyc, histaminérgics H1 i muscarinics. Els
nostres resultats son comparables amb treballs descrits en la literatura referents a la
interaccié antagonistes NMDA-antipsicotics (taula 4). En aquest sentit, estudis de
comportament han descrit que els efectes de la PCP i compostos analegs, en gran
part, no estan originats per un increment de la transmissié dopaminérgica i per tant
no son bloquejats pels antipsicotics tipics o classics en estudis basics i clinics (Keith
et al., 1991; Krystal et al., 1995; Chartoff et al., 2005; taula 4). De manera semblant,
en voluntaris sans els efectes psicotomimétics de la ketamina no sén bloquejats pels

antipsicotics classics perd es redueixen de manera significativa per I' antipsicotic
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atipic clozapina (Malhotra et al., 1997). Ara bé també s’ ha descrit que I’
administracié sistéemica de PCP produeix hiperactivitat i estereotipies en rates i
ratolins semblant a les induides per amfetamina (Haggerty et al., 1984; Suzuki et al.,
2002) i bloquejades tant per antagonistes D, com per clozapina (Ogren i Goldstein,
1994; Abekawa et al., 2003).

D’ aquesta manera, el fet que I’ haloperidol reverteixi els efectes del S-AMPA i de
la desinhibici6 talamica sobre I alliberacié de 5-HT (treball 5) perd en canvi no en el
model d’ antagonisme NMDA (treball 6) podria ser degut a una activacié diferencial
de poblacions de receptors glutamatergics ionotropics. L’ increment en I’ alliberacid
de glutamat induit per antagonistes NMDA (vegeu Introduccié, apartat 1.2.3.)
actuaria a nivell de receptors AMPA/KA mentre que el suposat increment
glutamatergic induit per S-AMPA i desinhibici6 del talem es traduiria en una
estimulacio de tots els receptors glutamatérgics.

Tot i que alguns dels antipsicotics atipics, com per exemple la clozapina,
incrementen I’ expressio del receptor NMDA i desplacen el MK-801 en cultius d’
estriat, fet que podria explicar la seva capacitat de revertir els efectes induits pels
antagonistes NMDA (Lidsky et al., 1993; Goff i Coyle, 2001), pensem que el seu
efecte tindria lloc a través d’ una disminucié de I’ activitat de les neurones piramidals
de I’ EPFm.
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Taula 4. Resum de les reversions dels efectes induits per I’ administracié sistémica d’
antagonistes NMDA (PCP, MK-801 o ketamina) per diferents drogues en models animals (*
en humans; Yamaguchi et al., 1987; Thompson et al., 1987; Butelman, 1989; Corbett et al.,
1995; Krystal et al., 1995; Varty i Higgins, 1995; Carlsson, 1995; Maurel-Remy et al., 1995;
Mathé et al., 1996; Sams-Dodd, 1996; Verma i Moghaddam, 1996; Bakshi i Geyer, 1997;
Moghaddam et al., 1997; Swerdlow i Geyer, 1998; Bakshi i Geyer, 1999; Geyer et al., 1999;
Millan et al., 1999; Geyer et al., 2001; Habara et al., 2001; Adams i Moghaddam, 2001;
Higgins et al., 2003). El déficit de la PPI i cognitiu, i I' aillament social induits per
antagonistes NMDA podrien ser un model valid per a identificar compostos amb un potencial
antipsicotic atipic.
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