Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas

PEDECIBA Biologia
Subdarea Neurociencias

APORTES AL ESTUDIO DE LAS BASES NEURALES DE LA SINTOMATOLOGIA
POSITIVA DE LA ESQUIZOFRENIA Y DE LA ACCION TERAPEUTICA DE
CLOZAPINA SOBRE LOS TRASTORNOS COGNITIVOS DE LA ENFERMEDAD

Lic. Ximena Lopez Hill

Orientadora: Dra. Cecilia Scorza

Laboratorio de Biologia Celular
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable

Diciembre 2012



iINDICE

ABREVIATURAS ...ttt sttt ettt st et be s et sttt ehe bt ehe et e e eabeensbeenneeeennnean 1
RESUIMEN......coo oottt et et s e es e e h s et st eh et e s s e s st e eaneesnsneennnees 2

I INTRODUGCCION.........ooommieceteeeieseee e eseeeessesss st sss e sss st esnenens 4
Patologia de G @SQUIZOFIENIQ. .........cceeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e ee e 4
(00 o [or (=1 LY A [ole K L= (=T e (=2 TP 4

Hipotesis neuroquimicas asociadas a la sintomatologia de la esquizofrenia................... 5

Tratamiento de la Esquizofrenia: farmacos antipSiCOtICOS........covvueeeeeeceeccirinrrireiireeeeeen, 9
Problemadtica con el tratamiento de 10 eSQUIZOFIeniQ...............ueevveveiveiecceieeineveveeeanes 10
Clozapina: antipsicotico atipiCO ProtOtiPICO.......ocevesveeeeeeceereee ettt st s e s 12
Trastornos cognitivos en esquizofrenia y ClOZAPING.............ccecveveveercvesveseseeeese e seeisienns 13
Aportes pre-clinicos al estudio de 10 ESQUIZOFIeNiQ..............coveveeveerecieisienenrecreeervecreenee s 14
Modelos animales para el estudio de la esqQUIZOfrenia... ..........cceeeeeeveveicenienieiienesiereeennn 14
Caracteristicas generales de 10s receptores NIMDAL...............ooeeeeeeee coeeeeeeeereeeere e seeienns 15
Antagonistas del receptor NMDA y su relacion con los sintomas positivos..................... 16
Antagonistas del receptor NMDA y défiCit COGNILIVO.........ooeveeeeeceecerisiiinesesiesieceseceseenns 17

Antagonistas del receptor NMDA, deterioro del valor de procesamiento sensorial y
ErASTOINIOS QfECHIVOS......uveveiveireereeeeeeeetteee ettt aes et sbesbesaeensaebaessesaeenee sbesbessers s bensennenen 18

Mecanismo de accion propuesto para los efectos inducidos por los antagonistas

A1 rECEPLON NIMIDA ...ttt et ettt ettt sae et sae st saesaesee sae e see e e sensassantes seen 18
Areas y circuitos vinculados a las acciones de los antagonistas NMDA asociadas a la

SINtOMALOIOGIA POSILIVA.....c.oeeeeeeeeeeteteteetiet et ee st e e e e steeteste e e sts s s e e s ere e etesaesanens 19
Il. HIPOTESIS DE TRABAJO........cooitieeeiecte et e e s en e s s e e s s s 23
HI. OBJETIVIO GENERAL........ccoiiiiitit ettt sttt st e e st e e st e s 23
IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS...........coooveeeverecerresisceseeseesaasssessees s ssses s s sss s s s sessss et 23

1. Caracterizacion del papel del nticleo anterior del talamo en el sindrome
comportamental motor inducido por la administracién sistémica de MK- 801........... 23



1.1. Caracterizacion del sindrome conductual motor inducido por la administracion
SISTEMICA A IMK=-80 ...ttt sttt s s b et b s bes b e e saesesensesaneesesenens 23

1.2. Estudio de la participacion del nucleo anterior del talamo en las conductas
motoras inducidas por MK-801 a través de la desinhibicion GABAérgica de dicho

2.1. Caracterizacion de las alteraciones conductuales inducidas por la administracidon
sistémica de MK-801 en el modelo de memoria Latencia de transferencia.................... 23

2.2. Determinacidn del bloqueo por Clozapina de las alteraciones cognitivas inducidas
POF IMK-80 Lo, ettt ettt et e st e e st essteestte st ee st ees sreesssbeaessbeasees susaes sunsenssessssesansses snsen 23

2.3. Estudio del papel del subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT14 en la accidn de

Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801..........cccceeeeeereereennnens 23
V. MATERIALES Y IMIETODOS....... ..ot eeeeeeee s eee et ten et ees e seseeeeneseesaesessenenesesenasansesssenns 25
VI, RESULTADOS ...ttt sttt sttt te e s ette e et ae s sete ee e taee e seeeaeseaeaeesnsntesensnnen 35

1.1. Caracterizacién del sindrome conductual motor inducido por la administracion
SISEEMICA A IMK=80L......uei ettt et ettt et stesbesaeensaeraesaes e seeste et s aenbensnensenee ons 35

1.2. Estudio de la participacion del nucleo anterior del tdlamo en las conductas
motoras inducidas por MK-801 a través de la inhibicién GABAérgica de dicho nucleo

..................................................................................................................................................... 37
1.3. Discusion de resultados L...........cccoocviiiiiiieiniiii et et e e 41
PUBLICACION CIENTIFICA.........ooooeeeeeve e eeeeeeeeeeeeseee et s sssssesssessessensees e sas s saessessens s 46
VIL RESULTADOS Ul......ooooeoeeeeeieveeeeeeeeee s essssens e sassssens s sssssnessess s ssssssens e sasssssns s sessens 47

2.1. Caracterizacion de las alteraciones conductuales inducidas por la administracion
sistémica de MK-801 en el modelo de memoria Latencia de transferencia.................... 47

2.2. Determinacidn del bloqueo por Clozapina de las alteraciones cognitivas inducidas
0T T g 1Y/ 1 2 0 TSP 50

2.3. Estudio del papel del subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT4 en la accidn de
Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801.............ccccvvvvveeennnn. 51

2.4. DiscUSION de reSUITATOS Il..........ocoveeveieiieiir ittt et ettt e ete et et sae e s sae e s 54

ABSTRACT MANUSCRITO EN PREPARACION.............oouerveremeteereeieieeeeessesseeseesessees s e 57



VIII. CONCLUSIONES GENERALES..........cccioiiiiiiiicr e s s 58

IX. PERSPECTIVAS ...ttt s s st s sre s 59

X. CONTRIBUCIO

XI. REFERENCIAS

NES ... e e 61



AGRADECIMIENTOS

A los integrantes del tribunal por sus aportes y correcciones.

A Cecilia por recibirme en el Laboratorio, por la paciencia y dedicacion con la que me
enseid y apoyd en cada etapa de este trabajo.

Al grupo del Laboratorio de Biologia Celular, Maria, Jess, José, Martin, Analia, Pao,
Gaby, Pato y Mdnica, por todo lo compartido y por estar siempre dispuestos a darme
una mano.

A Héctor, Carmen y Martin por su trabajo y cuidado con los animales.

A mi familia por su apoyo y especialmente a Peti, Ana, Mainé, Stellita, Ma. del Carmen
y Gustavo porque en este tiempo me brindaron una ayuda incalculable lo que me
permitio estar hoy aca.

A mi grupo de amigas, incondicionales en todo momento.

A mis padres y hermanas, porque siempre estan ahi, porque siempre me apoyan y me
animan a seguir adelante.

A Pancho, porque este fue y es un trabajo de a dos y soy feliz porque él quiera
acompafnarme.

A mis hijos, Mili, Jdse y Lucas porque los quiero y porque hacen que cada dia de mi
vida sea especial.



ABREVIATURAS
AT: Antipsicotico tipico
AAT: Antipsicdtico atipico
ATN: Nucleo anterior del talamo
ATV: Area tegmental ventral
CA: Campo abierto
Clz: Clozapina
CPF: Corteza prefrontal
DAérgica: Dopaminérgica
DA: Dopamina
D2: Receptores dopaminérgico subtipo D2
GLUérgica: Glutamatérgica
LT: Latencia de transferencia
NAc: Nucleo Accumbens
NMDA: N-Metil-D-Aspartato
MDT: Nucleo medio dorsal del talamo
PCP: Fenciclidina
RT: Nucleo reticular del talamo
RSC: Corteza retrosplenial
SNC: Sistema Nervioso Central
5-HT: Serotonina
5-HT,a: Receptor Serotoninérgico subtipo 1A
5-HT,a: Receptor Serotoninérgico subtipo 2A

5-HTérgica: Serotoninérgica



RESUMEN

La esquizofrenia es una patologia neuropsiquiatrica crénica y grave, de etiologia

aun desconocida. Se caracteriza por la presencia de sintomas positivos (psicosis),
negativos (asilamiento social), trastornos afectivos y cognitivos. Los mismos persisten
en la mayoria de los individuos afectados a lo largo de su vida. Comprender la
neurobiologia de base en esta patologia asi como mejorar su terapéutica continlda
siendo un gran desafio clinico y preclinico.
Una de las principales hipdtesis propuestas en la literatura postula que alteraciones en
la transmisidon glutamatérgica (GLUérgica) estarian en la base fisiopatolédgica de la
enfermedad. La misma se basa en que, en humanos, el consumo de antagonistas de
receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA), tales como fenciclidina y ketamina, generan
sintomas similares a los observados en la enfermedad. Especificamente, una
hipofuncion GLUérgica mediada por el receptor NMDA estaria involucrada en la
esquizofrenia. Sin embargo, los mecanismos que subyacen a esta disfuncién auln
continuan bajo estudio.

Los antagonistas NMDA son drogas ampliamente utilizadas como herramientas
farmacoldgicas para estudiar las bases neurales de la sintomatologia de Ia
esquizofrenia y del mecanismo de accién de los farmacos antipsicdticos. La
administracion sistémica en roedores de dizocilpina (MK-801), el antagonista NMDA
mas potente, induce un sindrome conductual motor caracterizado por
hiperlocomocién, estereotipias y signos de ataxia el cual se utiliza como modelo pre-
clinico para estudiar la sintomatologia positiva presente en la patologia. A su vez, MK-
801 produce alteraciones en el aprendizaje y la memoria que modelan alguno de los
trastornos cognitivos de la patologia. Sin embargo, los mecanismos a través de los
cuales los antagonistas NMDA ejercen sus acciones aun no se han elucidado
completamente. En particular, en relacién a la sintomatologia positiva, en la literatura
se plantea una desinhibicion GABAérgica como principal mecanismo involucrado,
aunque los circuitos subyacentes contintdan bajo estudio. Determinar aquellos circuitos
neurales mediados por una transmision GLUérgica NMDA y que impliquen un control
GABAérgico, aportaria informacion valiosa al estudio de las bases neurales alteradas
en la patologia de la esquizofrenia.

El antipsicético atipico Clozapina (Clz), es efectivo en el tratamiento de la
sintomatologia positiva y, a diferencia de los antipsicdticos tipicos, mejora
sustancialmente las alteraciones cognitivas que padecen los pacientes. Su perfil de
atipicidad se explicaria por su mayor afinidad por el receptor serotoninérgico 5-HTa
comparado con el dopaminérgico D,. Sin embargo, Clz también posee afinidad por
otros receptores aminérgicos, entre los que el subtipo de receptor serotoninérgico 5-
HT1a parece ser un candidato mediando la mejoria cognitiva inducida por Clz. Sin
embargo, es necesario aportar mas informacién sobre este mecanismo de accion.



En el primer objetivo de la Tesis se estudio la participacién del ndcleo anterior
del tdlamo (ATN) en las bases neurales de la sintomatologia positiva de Ia
esquizofrenia. La actividad del ATN estd determinada mayormente por aferencias
GABAérgicas provenientes del nucleo reticular del tdlamo (RT). Nos basamos en la
hipotesis de que la inyeccidn sistémica de MK-801 bloquea receptores NMDA
principalmente expresados en las neuronas GABAérgicas del RT, disminuyendo asi la
inhibicidn sobre las neuronas del ATN y promoviendo la aparicion del sindrome
conductual motor. Animales implantados con cdnulas bilaterales en el ATN fueron
microinyectados con muscimol (agonista GABA,) o salino y MK-801
intraperitonealmente. Luego, mediante el uso del modelo de campo abierto se
evaluaron los parametros de actividad locomotora, patrén motor, estereotipias y
signos de ataxia. MK-801 indujo el sindrome conductual motor en animales
microinyectados con salino en el ATN mientras que muscimol intra-ATN bloqueé la
mayoria de las conductas inducidas por MK-801 demostrando la participacion del ATN
en el sindrome comportamental del antagonista NMDA. A su vez, se demostrd que la
desinhibicion del ATN (posiblemente via RT), mediada por receptores GABA,, subyace
a las acciones motoras de MK-801 confirmando la hipdtesis de la desinhibicidn
GABAérgica en el mecanismo de accidn del antagonista NMDA.

En el segundo objetivo se estudié la participacion del receptor 5-HT:x en la
capacidad de Clz de bloquear las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801
utilizando el modelo de aprendizaje y memoria Latencia de Transferencia. Un grupo de
animales fue tratado con Clz y MK-801 o sus respectivos vehiculos (grupo control) para
luego registrar el parametro de latencia de transferencia (seg) en el laberinto en cruz
elevado, durante tres dias consecutivos (LT1, LT2, LT3). Se demostré que MK-801
indujo un efecto amnésico el cual fue antagonizado por la administracion previa de Clz.
La participacion del receptor 5-HT;s se evalué mediante el co-tratamiento de WAY-
100635, un antagonista selectivo 5-HT;,, seguido de Clz y finalmente de MK-801. Los
resultados mostraron que WAY-100635 previno el bloqueo por Clz del efecto amnésico
inducido por MK-801, confirmando el papel del receptor 5-HT;5 en el mecanismo de
accioén de Clz.

Las evidencias obtenidas en el presente trabajo de tesis aportan valiosa
informacién en la comprensién de las bases neurales alteradas en sintomatologia
positiva de la esquizofrenia, asi como en la busqueda de nuevos tratamientos dirigidos
a mejorar los trastornos cognitivos de la patologia.



I. INTRODUCCION

PATOLOGIA DE LA ESQUIZOFRENIA
Caracteristicas generales

La esquizofrenia es un desorden mental crénico y severo que afecta los
atributos humanos mas fundamentales tales como la percepciéon de la realidad, el
sentido de si mismo, otras funciones cognitivas y el afecto.

La prevalencia de la enfermedad en la poblacién mundial es de aproximadamente un 1
% [Saha S 2005]. Segun un informe de la Organizacion Mundial de la Salud 2001, si se
tiene en cuenta la tasa de discapacidad a causa de los trastornos mentales, la
esquizofrenia es la séptima causa de afos vividos con discapacidad, alcanzando un
porcentaje de 2,8 % en el total de enfermedades psiquidtricas. Hasta nuestro
conocimiento no existen datos epidemioldgicos publicados indicando la incidencia y/o
prevalencia de la esquizofrenia en el Uruguay. Sin embargo, un informe de la
Organizacion Panamericana de la Salud publicado por Kohn y Rodriguez (2009) reporta
que Uruguay en el aio 2002 tuvo una carga de morbilidad causada por la esquizofrenia
del 1,5 % de AVAD (Afos de vida ajustados en funcidn de la discapacidad; un AVAD
representa un afo de vida sana perdido).

La esquizofrenia es una patologia de etiologia aun desconocida, aunque se considera
gue, una alta predisposicion genética, trastornos en el desarrollo asi como la
exposicién a ciertos factores ambientales podrian contribuir en el desarrollo de la
enfermedad [Tsuang M 2000].

Las primeras manifestaciones clinicas de la enfermedad aparecen en la segunda o
tercera década de vida de los individuos afectados. Estas manifestaciones se presentan
como un conjunto de sintomas que se clasifican en cuatro categorias: sintomas
positivos, negativos, afectivos y trastornos cognitivos. Los sintomas positivos, también
denominados sintomas psicoticos, incluyen alucinaciones (visuales y auditivas) o falsas
percepciones, delirios y paranoia. Los sintomas negativos reflejan el aspecto mas
complejo de la esquizofrenia, los cuales a menudo preceden el comienzo de la
sintomatologia positiva. Se caracterizan por la presencia de apatia, pérdida de
motivacion y un grave aislamiento social el cual dificulta una correcta integracién en la
sociedad del individuo. La depresién, es uno de los trastornos afectivos mas comunes
en la esquizofrenia. Por su similitud, tanto los sintomas negativos como los afectivos
son dificiles de distinguir o diagnosticar en la patologia. Los trastornos cognitivos
implican alteraciones en alguna de las funciones cognitivas bdsicas tales como la
atencién/vigilancia, memoria (en su incapacidad por aprender nueva informacién o en
la evocacién de tareas o informacién aprendida previamente) y en las funciones
ejecutivas (especialmente en la memoria de trabajo, en la capacidad de planificar,
iniciar y regular las conductas dirigidas a objetivos) [Lewis DA 2004]. Estos trastornos



son un tema de estudio de creciente interés a nivel clinico y pre-clinico debido al gran
deterioro funcional que generan en los pacientes y a la baja eficacia alcanzada por los
tratamientos actuales. A su vez, las patologias co-moérbidas tales como los trastornos
de ansiedad y el consumo de drogas de abuso son muy frecuentes en pacientes
esquizofrénicos [Lewis DA 2000; Kapur S 2001]. A pesar de que hoy en dia se ofrecen
las mejores combinaciones en las intervenciones clinicas para las personas que
padecen esquizofrenia, los sintomas persisten en un gran numero de pacientes.
Incluso, se ha estimado que mejorando la eficiencia en los servicios prestados
ofrecidos en la actualidad en la maxima capacidad posible, tres cuartas partes de la
carga total de la esquizofrenia en la poblacién persistiria [Saha S 2005]. Esto pone en
evidencia la necesidad de continuar invirtiendo en la formacién de recursos humanos
en la investigacidn basica y clinica de la enfermedad.

Hipdtesis neuroquimicas asociadas a la sintomatologia de la esquizofrenia

Con el fin de comprender la causa de la generacién de los diferentes sintomas de la
enfermedad, se han propuesto una serie de hipdtesis, basadas en la alteracion de los
distintos sistemas de neurotransmision. Dos hipotesis que histdricamente han
dominado la literatura, son la dopaminérgica (DAérgica) y la glutamatérgica
(GLUérgica). Sin embargo, hace algunos ainos las hipdtesis serotoninégica (5-HTérgica)
y GABAérgica han ido ganado mayor apoyo.

a. Hipotesis DAérgica

La hipdtesis DAérgica fue postulada inicialmente por Avrid Carlsson en 1978,
dominando la investigacidon de la esquizofrenia durante varias décadas. La postulacién
de dicha hipodtesis se basé en una serie de evidencias clinicas que mostraban que el
consumo de drogas estimulantes como la anfetamina y la cocaina (drogas que
aumentan la transmision DAérgica) inducia psicosis en personas sanas y
desencadenaban sintomas psicoticos en pacientes esquizofrénicos. A su vez, mas
adelante, a través de estudios de neuroimagen se pudo observar que individuos con
esta enfermedad presentaban una mayor liberacion de Dopamina (DA) en el estriado
como respuesta a la administracion de anfetamina evidenciando una alteracién
especifica sobre este sistema de neurotransmision [Laruelle M 1996]. Por otro lado, los
antipsicéticos tipicos (ver mds adelante) utilizados en la clinica, los cuales poseen la
propiedad de ser potentes antagonistas de receptores DAérgicos, en particular del tipo
D,, bloquean estos sintomas, existiendo una alta correlacién entre su afinidad por los
receptores D, y la aparicién de su efecto terapéutico.

Posteriormente la hipétesis DAérgica fue reformulada y fue Weinberger (1994) quien
planted que un exceso en la transmision DAérgica en la via mesolimbica estaria
asociado a la aparicidon de la sintomatologia positiva, mientras que una hipofuncién



DAérgica en la via mesocortical explicaria la sintomatologia negativa y cognitiva de la
patologia. Cabe mencionar que la via mesolimbica es una de las principales vias
DAérgicas ascendentes, cuyas neuronas surgen del Area Tegmental Ventral (ATV)
proyectando hacia el Estriado ventral o Nucleo Accumbens (NAc). Dicha via se halla
vinculada a los procesos de recompensa y motivacién de factores naturales o drogas
de abuso. La via DAérgica mesocortical, conformada por las proyecciones DAérgicas
del ATV alcanzando la Corteza Prefrontal (CPF) participa principalmente en los
procesos cognitivos de atencidn, aprendizaje y memoria de trabajo (Figura 1).

Figura 1. Diagrama de un corte sagital de cerebro de rata indicando la via mesolimbica conformada por
vias DAérgicas del ATV proyectando al NAc (y estructuras adyacentes como la amigdala e hipocampo); la
via mesocortical formada por neuronas DAérgicas de ATV inervando la corteza prefrontal.

Sin embargo, la hipdtesis DAérgica es limitada ya que, por un lado, no se han
encontrado niveles alterados de DA en estudios post-mortem de pacientes
esquizofrénicos. Por otro lado, la sintomatologia negativa asi como los trastornos
cognitivos no son sensibles a los farmacos antipsicéticos tipicos (antagonistas D).
Ambas evidencias sugieren la existencia de mecanismos no-dopaminérgicos en la
fisiopatologia de la enfermedad [Carlsson A 2001].

b. Hipdotesis GLUérgica

La propuesta de que una deficiencia GLUérgica podria estar involucrada en la patologia
de esquizofrenia fue inicialmente planteada por Kim y cols. en 1980, quienes
observaron una disminucion significativa en los niveles de glutamato presentes en el
liquido cefalorraquideo de pacientes esquizofrénicos. Mas adelante, se planted la
hipotesis GLUérgica la cual surge a partir de evidencias clinicas donde se observd que
el consumo de drogas como fenciclidina (PCP) y ketamina, ambos antagonistas no
competitivos de los receptores GLUérgicos del tipo N-Metil-D-aspartato (NMDA),
inducian sintomas psicéticos, negativos y alteraciones cognitivas en personas sanas al
mismo tiempo que exacerbaban este tipo de sintomas en pacientes esquizofrénicos.
Esta hipdtesis postula que una hipofuncidn GLUérgica, a través de los receptores



NMDA, estaria involucrada en la fisiopatologia de la esquizofrenia [Javitt DC 1991;
Lahti AC 2001; Moghaddam B 2003].

Algunos estudios post-mortem, realizados en pacientes esquizofrénicos, identificaron
en algunas regiones cerebrales la presencia de alteraciones en la expresion de ciertas
subunidades que conforman los receptores NMDA [Akbarian S 1996; Goff DC 2001] asi
como también un nivel disminuido en la expresion de receptores NMDA en pacientes
esquizofrénicos libres de medicacion [Pilowsky LS 2006]. Estas evidencias sumadas a la
observacion de que algunos farmacos antipsicoticos son capaces de bloquear la
exacerbacion de los sintomas positivos inducidos por ketamina en pacientes
esquizofrénicos [Malhorta A 1997], apoyan fuertemente la hipotesis GLUérgica,
relacionando una disfunciéon en los receptores NMDA con la fisiopatologia de la
esquizofrenia. Sin embargo, a pesar de que la hipdtesis se ha establecido en la
literatura, los mecanismos que subyacen a la disfuncién GLUérgica aun contindan bajo
estudio.

c. Hipétesis GABAérgica

La hipotesis GABAérgica propone que una alteracion en el funcionamiento de
interneuronas corticales inhibitorias GABAérgicas seria un elemento central en la
patologia de la esquizofrenia [Chattopadhyaya B 2012]. Esta hipdtesis surgié de una
serie de estudios post-mortem en individuos que habian padecido la patologia. En
estos estudios se observd la existencia de reducidos niveles de expresién de la enzima
GAD 67, una isoforma de la proteina Glutamato Descoarboxilasa (GAD), una de las
enzimas responsables de la sintesis de GABA. También se observaron reducidos niveles
de expresion de GAT1, el transportador de membrana responsable de la recaptacién
de GABA [Lewis DA 2004; Gonzalez-Burgos G 2010]. De manera interesante, los niveles
reducidos para GAD 67 y GAT1 fueron mayormente observados, aunque no
exclusivamente, en una clase particular de células GABAérgicas caracterizadas por
contener la proteina de unidn al calcio parvalbumina (PV). A su vez, alteraciones en la
funcionalidad de esta clase de interneuronas se han visto vinculadas a desregulaciones
en la actividad de multiples d4reas corticales asociadas al procesamiento vy
mantenimiento de la informacién, como en la CPFdorso-lateral e hipocampo,
funciones que estdn particularmente alteradas en pacientes esquizofrénicos [Benes F
2001; Bartos M 2007; Mann EO 2007]. Estas evidencias clinicas sugieren fuertemente
gue una disfuncidn en la transmision GABAérgica estaria relacionada a la
sintomatologia de la esquizofrenia [Lewis DA 2004; Gonzalez-Burgos G 2010].

d. Hipdtesis 5-HTérgica
La vinculacién del sistema 5-HTérgico con la sintomatologia de |la esquizofrenia se basa

en dos principales evidencias aunque consideradas indirectas: por un lado, la
observacion de que agonistas de receptores 5-HTérgicos del tipo 5-HT, muestran



propiedades alucinégenas generando alteraciones en la percepciéon, el humor y en
algunos procesos cognitivos [Nichols DE 2004]. Por otro lado, la observacién de que los
antipsicoticos atipicos (utilizados para el tratamiento de la patologia, ver mas
adelante) poseen alta afinidad por los receptores 5-HTérgicos del subtipo 5-HT»,,
asociandola con su principal accién terapéutica [Meltzer HY 2011]. Sin embargo, el
hecho de que algunos antipsicdticos atipicos poseen también afinidad por otros
subtipos de receptores 5-HTérgicos, tales como el 5-HTy4, 5-HT,¢, 5-HTg y 5-HT5 aportd
mayor evidencia a la relacion de éste sistema de neurotransmision con la
sintomatologia de la enfermedad.

Si bien las hipétesis neuroquimicas planteadas buscan explicar la sintomatologia de la
enfermedad con alteraciones en un Unico sistema de neurotransmision, éstas no son
excluyentes entre si. Los sistemas de neurotransmisidén se encuentran interconectados,
llevando a que una modificacion en alguno de ellos pueda desencadenar, a través de
mecanismos de adaptacion, alteraciones funcionales en los otros [Carlsson A 2001]. A
su vez, la esquizofrenia es una patologia muy compleja lo cual hace muy poco probable
gue su amplia y variada sintomatologia pueda ser explicada por la disfunciéon en un
Unico sistema de transmisidn. Es asi que actualmente existe una vision multifactorial
donde el sistema DAérgico asi como el GLUérgico, el de otras monoaminas y el
GABAérgico estarian altamente vinculados a la sintomatologia de la esquizofrenia. Sin
embargo, la mayoria de las estrategias experimentales planteadas en la literatura se
centran en el abordaje de una de las hipdtesis, con el fin de simplificar la obtencién de
resultados y de dar la posibilidad de encontrar blancos terapéuticos especificos en
cada uno de los sistemas de neurotransmisién. A pesar de esta vision multifactorial, en
los ultimos anos, la investigacidn en esquizofrenia ha estado enfocada en gran medida
al estudio de los circuitos GLUérgicos mediados por los receptores NMDA, de esta
manera incrementado significativamente las evidencias a favor de una posible
alteracion de éste sistema en la patologia.

El desarrollo de esta tesis se enmarca en la hipdtesis de la hipofuncion GLUérgica,
mediada por el receptor NMDA, con el fin de aportar informaciéon original a la
tematica.



TRATAMIENTO DE LA ESQUIZOFRENIA: FARMACOS ANTIPSICOTICOS

Existen dos clases de farmacos para el tratamiento de la esquizofrenia: antipsicéticos
clasicos o tipicos y atipicos.

a. Antipsicéticos Tipicos

Los neurolépticos o antipsicoticos tipicos (AT) fueron los primeros farmacos utilizados
para el tratamiento de la esquizofrenia; ejemplo de ello lo constituye el Haloperidol,
considerado el antipsicotico tipico prototipico [Kapur S 2001]. Esta clase de farmacos
mejoran significativamente los sintomas positivos de la enfermedad, aunque poseen
practicamente eficacia clinica nula sobre los sintomas negativos y los trastornos
cognitivos. Incluso, por sus efectos secundarios, se observé que el uso de los AT puede
producir un deterioro cognitivo aln mayor en los pacientes. Como se menciond
anteriormente, los AT se caracterizan por ser potentes antagonistas de receptores
DAérgicos, en particular de los del tipo D, (Tabla 1), [Miyamoto S 2005; Ross CA 2006].
Se piensa que ejercen su efecto terapéutico a través del bloqueo de estos receptores
en la via mesolimbica DAérgica [Carlsson A 2001]. Sin embargo, la potencia en el
bloqueo de los receptores D, conlleva el riesgo aumentado de la aparicién de sintomas
extrapiramidales tales como temblor, rigidez y distonia, entre otros, efectos
secundarios que caracterizan a los AT. Ademas, su uso prolongado genera efectos no
deseados como la sequedad de boca, sedaciéon y complicaciones cardiovasculares
[Serretti A 2004]. Este conjunto de efectos secundarios hacen que en la mayoria de los
casos, el tratamiento con este tipo de farmacos deba ser suspendido.

b. Antipsicéticos Atipicos

La necesidad de encontrar farmacos con mayor eficacia y selectividad para el
tratamiento de la esquizofrenia llevd al desarrollo de una nueva generacién de
antipsicoticos denominados antipsicoticos atipicos (AAT). Esta nueva generacién de
farmacos se caracteriza por presentar una disociacion entre su eficacia terapéutica y la
produccién de sintomas secundarios extrapiramidales. Es decir, son capaces de revertir
los sintomas positivos a dosis a las que no generan en los pacientes alteraciones
motoras como las descritas por los AT [Farde L 1997; Meltzer HY 1999]. Ademas de la
importante ventaja que implica este hecho, los AAT superan a los antipsicoticos
convencionales en el tratamiento de los sintomas negativos y los trastornos cognitivos
de la patologia, logrando mejorias en ambas clases de sintomas [Meltzer HY 1995;
Kane JM 2010].

Los AAT constituyen un grupo heterogéneo de farmacos que muestran un perfil
farmacoldgico distinto al de los AT (Tabla 1).

Tal como se observa en la Tabla 1, los AAT Clozapina, Risperidona y Olanzapina poseen
mayor afinidad por el subtipo 5-HT,s que por el receptor D,, a diferencia de los AT
(Haloperidol). Esta relacién entre afinidades 5-HT,,/D, es considerada por algunos
autores como la caracteristica que podria explicar la atipicidad de estas tres drogas



[Meltzer HY 1989; Roth BL 2003]. Sin embargo, la definiciéon de atipicidad de los
antipsicdticos es limitada ya que existen otros farmacos que se incluyen en la categoria
de atipicos, tales como Amisulpirida y Aripiprazol, que poseen una alta afinidad por

receptores D, en relacién al 5-HT,, o presentan afinidad por receptores del subtipo 5-
HTqa, respectivamente.

Tabla 1. Perfil farmacoldgico de antipsicdticos tipicos y atipicos

ANTIPSICOTICOS
TIPICO ATIPICOS

Receptores Haloperidol Clozapina Risperidona Olanzapina Amisulpirida Aripiprazol

D, + + + ++ - -
D, ++++ + +++ ++ ++++ ++++
D, +++ + ++ + ++ ++
D, +++ ++ - ++ - +
5-HTy, - - = = ++
5-HT, _ _ + - +
5-HTz4 + +++ ++++ +++ - +++
5-HTyc - ++ ++ ++ - +
5-HT - ++ - ++ +
5-HT, - ++ +++ - ++
oy +++ +++ +++ ++ = +
bl - + ++ + = +
H, - +++ - +++ = +
m, - ++++ - 4+ - -

Tabla 1. Afinidades relativas de antipsicéticos tipicos y atipicos a dosis terapéuticas por distintos
receptores. - = minima a nula; + = leve; ++ = moderada; +++ = alta; ++++ = muy alta (Adaptada de
Miyamoto S 2005).

Estos datos ponen en evidencia la posibilidad de que multiples mecanismos
farmacoldgicos podrian estar involucrados en la atipicidad de los AAT [Roth BL 2003;
Serretti S 2004]. Lamentablemente, a pesar de las ventajas que presentan los AAT en
comparacidon con los tipicos respecto a su eficacia terapéutica, su uso prolongado
puede generar severos efectos secundarios (mayor riesgo a la obesidad,
hiperprolactinemia y agranulocitosis) que comprometen su utilizacion [Kapur S 2004].

Problemadtica con el tratamiento de la esquizofrenia

La aparicion de los AAT significo un avance sustancial en el tratamiento de la
esquizofrenia debido a que estos nuevos farmacos inciden positivamente sobre la
mayoria de los sintomas manifestados en la enfermedad. El hecho de que no induzcan
los efectos motores extrapiramidales caracteristicos de los AT, llevd al planteo de la
problematica en el tratamiento de la enfermedad (Figura 2). Se sabe que los AT
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alcanzan su eficacia terapéutica a una dosis a la cual ocupan aproximadamente, un 80
% de receptores D, (Figura 2).

Eficacia Clinica

80%

Ofros sitios
de accion:
5-HTzp 5c,
5-HT; 0 o

50%

Efecto de antipsicético

Ocupaciénde receptores D2

AT AAT

Figura 2. Representacion esquemadtica de la relacion entre la ocupacidn de receptores D,, el efecto
antipsicético y la generacion de efectos motores extrapiramidales ejercidos por AT y AAT. La ocupacion
de receptores D, por los AT al momento de alcanzar la eficacia terapéutica supera el umbral de
generacion de los efectos extrapiramidales, mientras que la ocupacién de dichos receptores por los AAT
no alcanza ese umbral. Datos obtenidos de Kapur S y Seeman P2001.

Este elevado porcentaje de ocupacién incluye no solo a los receptores D, de la via
mesolimbica (asociada a la sintomatologia positiva), sino también a receptores D, de la
via nigro-estriatal, especificamente aquellos expresados en el caudado-putamen, via
que participa en el control del movimiento, por lo que al bloqueo de estos ultimos se
les atribuye la induccién de los efectos motores extrapiramidales [Farde L 1997; 1988].
Por el contrario, los AAT poseen una mayor afinidad por receptores serotoninérgicos
del tipo 5-HT,4 respecto a los D, (Tabla 1); [Miyamoto S 2005], alcanzando su eficacia
terapéutica con tan solo un 50 % de ocupacién de receptores D, (Figura 2), evidencia
que explicaria la ausencia de los efectos motores extrapiramidales [Farde L 1997]. Se
sabe que, ademas, los AAT interactian con otros receptores del tipo serotoninérgicos
tales como los 5-HT;,, adrenérgicos e histaminicos, entre otros (Tabla 1) [Bymaster FP
1996; Takahashi Y 1998; Patel S 2001; Roth BL 2004]. La interaccion con otros
receptores, y en particular los serotoninérgicos, se considera una propiedad clave en el
éxito de las acciones terapéuticas de los AAT (Figura 2); [Meltzer HY 2011]. Sin
embargo, a pesar de los avances farmacoldgicos, hoy en dia el tratamiento para la
esquizofrenia esta lejos de ser el dptimo. La generacidn de los efectos secundarios de
ambos tipos de farmacos muchas veces obliga a los pacientes a suspender los
tratamientos [Ross CA 2006].

Por lo tanto, comprender el papel que juega cada uno de los receptores por los cuales
los antipsicéticos poseen afinidad en su mecanismo de accién, contribuird a lograr una
mejor comprension de la enfermedad aportando informacion relevante para la
busqueda de tratamientos mas selectivos y eficaces.
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Clozapina: antipsicotico atipico prototipico

Clozapina (Clz) fue descubierto en 1958 y es considerado el antipsicotico atipico
prototipico [Hippius H 1999]; a dosis terapéuticas no produce efectos extrapiramidales
o disquinesia tardia [Meltzer HY 1999b] y mejora significativamente la sintomatologia
positiva aun en pacientes esquizofrénicos resistentes al tratamiento con antipsicoticos
clasicos [Remington GJ 1996]. A su vez, mejora notoriamente el deterioro en las
funciones cognitivas y la sintomatologia negativa de la patologia. En su perfil
farmacoldgico se ve que Clz interactia con una amplia gama de receptores
dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos, histaminicos y muscarinicos (Tabla 1).
Se cree que su mayor afinidad por los otros receptores (especialmente
serotoninégicos), en comparacion con su baja afinidad por receptores dopaminérgicos,
podria ser la clave para explicar su eficacia terapéutica (Figura 3).

~@-— Clozapina
—@— Haloperidol

h5-HT,,
107
9
87
5-HT, «_ h5-HT,,
hD, + 6
5-HTg | h5-HT,¢
5-HT,

Figura 3. Representacion del perfil de unién in vitro a multiples receptores dopaminérgicos y
serotoninérgicos de Clozapina comparado con el AT prototipico Haloperidol. Estos resultados fueron
obtenidos utilizando clones de receptores humanos (h), de rata (5-HTg y 5-HT;) y de ratén (5-HT;).
Mientras que Clozapina muestra una amplia y equilibrada interaccidon con diversos sitios
dopaminérgicos y serotoninérgicos, Haloperidol muestra una pronunciada afinidad por los receptores
D2, D3 y D4 comparado con la débil afinidad que posee para otros sitios. Obtenida de Millan M 2000.

En particular, Clz posee una potente afinidad por los receptores serotoninérgicos del
tipo 5-HT,A en comparacidn con una baja afinidad por receptores dopaminérgicos D,
(Tablas 1 y 2), asociandose dicha interaccién con la accién de Clz sobe los sintomas
positivos de la esquizofrenia [Martin P 1997]. A su vez, Clz muestra afinidad por otros
receptores serotoninérgicos entre los que se destacan los 5-HT;a (Tabla 2) como
posible sitio de accion involucrado en la accién terapéutica de Clz frente a los
trastornos cognitivos [Meltzer HY 2008].
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Tabla 2. Perfil farmacolégico comparativo entre Haloperidol y Clozapina
por receptores monoaminérgicos

ANTIPSICOTICOS

Receptores Haloperidol Clozapina

D, 0.7 126
5-HT,, 45 16
5-HT;, 1100 875

Tabla 2. Valores de afinidad in vitro por receptores aminérgicos de un antipsicotico tipico (Haloperidol)
y uno atipico (Clozapina) (valores de K; en nM). Datos obtenidos de Bymaster FP 1996, ArntJ 1998.

Su interaccién con los distintos receptores serotoninérgicos (5-HT,a, 5-HT,¢, 5-HT3, 5-
HTe 5-HT; y 5-HT1a) como potenciales blancos terapéuticos es de particular interés
existiendo una gran cantidad de estudios dirigidos a investigar esta tematica. A pesar
de ello, hasta el momento no existen suficientes evidencias para determinar
claramente el papel relativo de cada uno de éstos receptores en la accidén terapéutica
de Clz sobre los diferentes sintomas de la esquizofrenia.

Trastorno cognitivo en esquizofrenia y Clozapina

Los trastornos cognitivos se manifiestan en un 75 a 85 % de los pacientes
esquizofrénicos y se consideran como uno de los sintomas mas invalidantes de la
patologia [Reinchembreg A 2005].

Se ha observado que estos trastornos parecen ser los mas sensibles al tratamiento con
Clz. De hecho, en experimentos pre-clinicos se ha demostrado que la relacién de
afinidad de la Clz por los receptores 5-HT,5 y D, es importante en su accion terapéutica
sobre alteraciones cognitivas inducidas por el bloqueo de receptores NMDA, sin
embargo dicha relacidn no parece ser suficiente [Snigdha S 2009]. Es posible que la
interaccidn con otros subtipos de receptores por los cuales Clz posee afinidad deba ser
considerada. Especificamente, se ha postulado que la interaccion de Clz con el subtipo
de receptor serotoninérgico 5-HT1,, seria de particular importancia en el mecanismo
de accidon del antipsicético para mediar sus acciones terapéuticas sobre las
alteraciones cognitivas. Se ha descrito que Clz, asi como otros AAT, son agonistas
parciales del receptor 5-HTi;s los cuales pueden funcionar como agonistas o
antagonistas dependiendo de la disponibilidad enddgena de 5-HT, de la densidad de
receptores y de la region de expresion [Newman-Tancredi A 1998; Meltzer HY 2011]
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Los receptores 5-HT;, se expresan abundantemente en regiones limbicas del cerebro
tales como la CPF e hipocampo, asi como en las neuronas de los nucleos
mesencefalicos del rafe (autoreceptores somatodendriticos) [Barnes NM 1999]. Estas
regiones han sido implicadas en la patologia de la esquizofrenia por alteraciones en sus
funciones. Alun mas, estudios post-mortem en humanos detectaron una sobre-
expresion de este subtipo de receptor en regiones corticales frontales y temporales en
cerebros de pacientes esquizofrénicos, sugiriendo la existencia de un déficit funcional
de estos receptores en la patologia [Meltzer HY 2008].

Evidencias pre-clinicas demostraron que los receptores 5-HT;s» poseen un rol
importante en el aumento de la liberacion de dopamina en el circuito mesocortical
(ATV y CPFmedial) [Bortolozzi A, 2005; 2010; Diaz-Mataix L 2005], efecto que se ha
asociado a la capacidad de los AAT de mejorar la sintomatologia negativa y los
trastornos cognitivos que aparecen en la enfermedad [Ichicawa J 2001; Leucht S
2009a; Leucht S 2009b]. Aunque de forma indirecta, evidencias pre-clinicas han
demostrado que dichos receptores no mediarian el bloqueo por Clz de los signos de
hiperactividad evocados por MK-801, sugiriendo que no participarian en la accién
terapéutica del antipsicético sobre los sintomas positivos de la esquizofrenia [Scorza
MC, 2010].

A pesar de las evidencias clinicas y pre-clinicas mostradas apoyando una relacién entre
los receptores 5-HTy, vy la funcidn cognitiva, existen datos contradictorios respecto a si
el agonismo o el antagonismo 5-HT, la facilita o la empeora [Meneses A 1998; Harder
J 2000; Luttgen M 2005]. Es necesario continuar investigando en esta tematica con el
fin de aportar mas evidencias que clarifiquen el papel de dicho receptor en la funcién
cognitiva y que confirmen la participacion 5-HT;5 en la accidn terapéutica de Clz
utilizando modelos comportamentales que impliquen especificamente la evaluacion
de la funcion cognitiva.

APORTES PRE-CLINICOS AL ESTUDIO DE LA ESQUIZOFRENIA
Modelos animales para el estudio de la esquizofrenia

Aunque no se pueda modelar completamente en animales una enfermedad tan
compleja como la esquizofrenia, el desarrollo de algunos modelos pre-clinicos
farmacoldgicos y conductuales ha permitido aportar gran parte de la informaciéon que
hoy se conoce acerca de la enfermedad. Existen varios modelos farmaco-conductuales,
basados en distintas teorias de la fisiopatologia de la esquizofrenia que se utilizan
como herramientas farmacoldgicas para estudiar la neurobiologia subyacente a esta
patologia y el mecanismo de accién de los farmacos antipsicéticos. A través de la
mimetizacion de algunos de los sintomas de la enfermedad en animales de
experimentacidon se ha logrado avanzar significativamente en la comprensiéon de la
enfermedad.
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Uno de los modelos de psicosis mas utilizados es el uso de farmacos con accién
DAérgica directa o indirecta (apomorfina, anfetamina, cocaina). La administracion
sistémica de este tipo de drogas en animales induce alteraciones conductuales
(hiperlocomocidon) que estan asociadas a un aumento significativo en la transmision
DAérgica, efecto que subyaceria a la apariciéon de los sintomas psicéticos de la
esquizofrenia [Kuczenski R 1991; Guillin O 2007]. Ademadas, el aumento en la
locomociéon es prevenido por la administracion de AT y AAT brindando validez
predictiva al modelo. Sin embargo, una gran limitante de este modelo farmacolégico
es que representa pobremente a las otras clases de sintomas manifestados en la
enfermedad (sintomas negativos, afectivos y disfunciones cognitivas). Esta desventaja
llevé al desarrollo de nuevos modelos [Geyer MA 2003].

Un modelo farmacoldgico que representa globalmente a la patologia, es el uso de
farmacos antagonistas de los receptores GLUérgicos del tipo NMDA [Andiné P 1999;
Geyer MA 2003; Javitt DC 2010]. Dicho modelo se considera uno de los mas
apropiados para el estudio de la neurobiologia de |la esquizofrenia asi como para testar
el potencial terapéutico de nuevos farmacos con potencial antipsicético. Este modelo
farmacoldgico estd basado en la hipdtesis GLUérgica de la esquizofrenia mencionada
anteriormente. Se diferencia de otros modelos farmacolégicos por inducir, no solo
sintomas asociados a la sintomatologia positiva, sino también alteraciones cognitivas y
negativas semejantes a las observadas en la enfermedad [Moghaddam B 2003; Rung JP
2005].

Caracteristicas generales del receptor NMIDA

Los receptores GLUérgicos del tipo NMDA, son una clase de receptores ionotropicos
expresados ampliamente en el Sistema Nervioso Central (SNC) encargados de mediar
la neurotransmision GLUtérgica. El glutamato, a través de los receptores NMDA,
participa en numerosas funciones tales como la regulacion del neurodesarrollo y de la
plasticidad sindptica, procesos cognitivos como el aprendizaje y la formacién de
memorias, pensamiento, control comportamental, entre otras. También, se ha
implicado el exceso en la activacién de receptores NMDA con procesos de
excitotoxicidad, como ocurre durante la isquemia y en algunos trastornos neurolégicos
[Karavonova | 2007; Fitzgerald PJ 2012]. Debido a su amplia participacion en complejos
procesos cerebrales, se piensa que el glutamato asi como los receptores NMDA,
podrian estar involucrados en la etiopatogenia de varios trastornos neuropsiquiatricos
tales como trastornos neurodegenerativos, sindromes de dolor, adiccién, trastornos
afectivos y trastornos del desarrollo neurolégico como el autismo o la esquizofrenia.
Los receptores NMDA son heterotetrameros formados por diferentes combinaciones
de tres tipos de subunidades: NR1, NR2 (A-D) y NR3 (A-B) (Figura 4). Todos los
receptores NMDA funcionales poseen una o mas subunidades NR1. A su vez, la
mayoria de ellos contienen subunidades de la clase NR2, mayormente NR2A y NR2B,
(en cerebro adulto), siendo las subunidades 2C y 2D las mds escasamente expresadas
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[Cull-Candy SG 2004; Paoletti P 2007]. Distintas combinaciones de las subunidades dan
lugar a diferentes sub-clases de receptores NMDA con propiedades funcionales
caracteristicas de cada una (afinidad por agonistas y antagonistas NMDA,
conductividad unitaria del canal, sensibilidad al bloqueo por Mg? dependiente de
voltaje y distribucion subcelular). Estas diferentes configuraciones y propiedades
determinan caracteristicas funcionales especificas definiendo respuestas fisiolégicas o
patoldgicas distintas en respuesta al glutamato u otros agonistas y antagonistas NMDA
[Karavonova | 2007; Paoletti P 2007; Kantrowitz J 2010]. Un ejemplo de ello es la
demostracién de que neuronas que expresan receptores NMDA compuestos con
subunidades 2C, demuestran mayor generacién de oscilaciones delta en respuesta al
blogueo NMDA, comparado con neuronas expresando receptores NMDA con
subunidades 2A/2B [Zhang Y 2009].

Glutamate, homocysteine,
NMDA

O Glycine/
D-Serine site
Zn? site

MK 801,
PCP site ‘

MG2* |
Block site |

Figura 4. Diagrama que ejemplifica una sub-clase de receptor GLUérgico NMDA conformado por
subunidades del tipo NR1 y NR2A ilustrando los sitios de unién de agonistas, antagonistas y
moduladores, en particular los sitios de accién de PCP y MK-801.

Los antagonistas del receptor NMDA como modelo pre-clinico para el estudio de las
bases neurales de la esquizofrenia

La administracién sistémica en animales de experimentacién de drogas antagonistas
de receptores NMDA tales como PCP, ketamina o MK-801, el antagonista no-
competitivo mas potente [Bresink | 1995], constituye un modelo farmacolégico pre-
clinico ampliamente utilizado para estudiar las bases neurales involucradas en la
esquizofrenia y el mecanismo de accidn de farmacos antipsicéticos. Este hecho se debe
principalmente, a la existencia de una gran cantidad de evidencias que vinculan a los
antagonistas NMDA con distintos tipos de sintomas que se manifiestan en la
esquizofrenia. A su vez y posteriormente a las evidencias mencionadas, surgen otras,
que asocian el bloqueo NMDA con la produccidon de cambios a nivel celular, como ser
alteraciones en la expresién de la proteina Parvalbumina y la enzima 6xido nitrico-
sintasa en neuronas del hipocampo asi como también cambios en la expresidn génica
en células corticales. Todos estos efectos son similares a los descritos en la
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esquizofrenia humana [Keilhoff G 2004; Kaiser S 2004; Kehrer C 2008] y han reforzado
el uso de esta clase de farmacos como modelo farmacoldgico pre-clinico de
esquizofrenia.

a. Antagonistas del receptor NMDA y su relacién con los sintomas positivos

En roedores, la administracidon sistémica y sub-anestésica de antagonistas NMDA
produce un sindrome comportamental motor que se caracteriza por la aparicién de
hiperlocomocidon acompafiada de una marcada alteracion en su patrén locomotor
(caracteristica que permite diferenciar la hiperlocomociéon GLUérgica de una inducida
por compuestos DAérgicos), estereotipias y signos de ataxia [Andiné P 1999; Geyer MA
2003; Krystal JH 2003; Scorza MC 2008]. A su vez, todas las alteraciones conductuales
mencionadas son bloqueadas por farmacos antipsicoticos (AT y AAT) brindando validez
predictiva como modelo pre-clinico asociado a la psicosis [Andiné P 1999; Scorza MC
2008].

b. Antagonistas del receptor NMDA y déficit cognitivo

La administracién sistémica de antagonistas NMDA en animales induce deficiencias en
diferentes dominios cognitivos convirtiendo a estas drogas en un modelo pre-clinico
excelente para el estudio de las disfunciones cognitivas observadas en la esquizofrenia
[Verma A 1996; White AM 1998; Kesslak J 2003; Bubenikova-Valesova V 2008]. Estas
alteraciones cognitivas pueden ser evidenciadas a través del uso de diferentes
paradigmas comportamentales tales como Passive Avoidance y Morris water-maze.
Estos fueron especificamente disefiados para evaluar funciones cognitivas vinculadas
al aprendizaje y memoria y a la memoria espacial; funciones particularmente
dependiente de la regién del hipocampo. Otros modelos tales como el Five-choice
Serial Reaction Time Task (de atencion visual) o el Delayed matching to position task o
Radial arm maze test [Marcus MM 2005; Enomoto T 2008; Celikyurt IK 2011; Multlu O
2011; Smith JW 2011], son habitualmente utilizados para evaluar alteraciones en la
memoria de trabajo o en la funciéon de la atencién; funciones que dependen
particularmente de la CPF. A pesar de su amplia utilizacion, algunos de estos
paradigmas son muy caros de implementar e implican la disposicion de una gran
infraestructura en el laboratorio, lo que muchas veces restringe su uso. En este
sentido, varios trabajos en ratas han reportado alteraciones cognitivas inducidas por la
administracion de MK-801, utilizando un modelo de memoria sencillo de instrumentar,
mediante el cual se evallua el pardmetro especifico de latencia de transferencia en el
modelo de laberinto en cruz elevado (ver mas adelante) [Itoh J 1991; Hlindk Z 1998;
2002; 2003]. Estos autores describen especificamente un efecto amnésico inducido por
MK-801 el cual es antagonizado por el antipsicdtico atipico, risperidona, dejando en
evidencia que dicho modelo es util y sensible para el estudio de la accién terapéutica
de farmacos antipsicéticos sobre la funcidn cognitiva [Celikyurt IK 2011].
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Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis fue el de implementar en nuestro
laboratorio éste modelo de memoria y validar su uso para estudiar el mecanismo de
accion del antipsicotico atipico, Clozapina, en relacidon a su efecto terapéutico sobre
el trastorno de la funcion cognitiva inducido por el bloqueo NMDA.

c. Antagonistas del receptor NMDA, deterioro del valor de procesamiento sensorial y
trastornos afectivos

Varias evidencias demuestran que existe una alteracidon en el filtrado sensorio-motor y
deficiencias en el comportamiento social en la esquizofrenia. Por un lado, la alteracién
sensorio-motora se ve reflejada en un aumento de la respuesta de sobresalto en
pacientes esquizofrénicos sometidos al modelo de Inhibicién pre-pulso (PPl). Se ha
visto que el bloqueo de los receptores NMDA en ratas y primates no humanos,
también induce alteraciones sensorio-motoras similares a las de la patologia
considerandolas conductas homdélogas. Por otro lado, la administracion sistémica de
estos farmacos induce una disminucion en las interacciones sociales en el modelo de
aislamiento social con roedores, conducta que remeda al aislamiento social
comunmente observado en los esquizofrénicos [Geyer MA 2003; Rung J 2005; Yang S
2010].

d. Mecanismo de accion propuesto para los efectos inducidos por los antagonistas
del receptor NMDA

Todos los efectos comportamentales mencionados implican respuestas de aumento
y/o excitacion dejando en evidencia un mecanismo paraddjico cuando se trata del
antagonismo de un receptor excitatorio. Esto llevd a plantear la hipdtesis de una
desinhibicion GABAérgica inducida por el bloqueo de receptores NMDA, la que
explicaria alguno de los efectos farmacoldgicos observados. Si bien los receptores
NMDA se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC, expresandose tanto en
neuronas excitatorias como inhibitorias, se piensa que el bloqueo NMDA sobre las
neuronas GABAérgicas que controlan neuronas de proyeccion excitatoria estaria
predominando respecto al bloqueo sobre neuronas excitatorias. Al disminuir la
actividad de estos inputs GABAérgicos se produciria una “liberacion” de la inhibicidén
ténica sobre proyecciones GLUérgicas (esquema propuesto en la Figura 5 A-B)
generando una respuesta desinhibida [Krystal JH 2003; Homayoun H 2007].
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Figura 5 A-B. Esquema representativo de la hipdtesis de desinhibicion planteada como posible
mecanismo de accidén implicado en la induccién de los efectos conductuales inducidos por los
antagonistas NMDA. A: representacion del control inhibitorio, a través de neuronas GABAérgicas, sobre
una neurona GLUérgica. B: desinhibicién de la neurona GLUérgica por el bloqueo de receptores NMDA
expresados en las neuronas GABAérgicas. Se sugiere que el bloqueo NMDA predomina en las neuronas
GABAérgicas.

La identificacion de circuitos neurales implicados en mediar los efectos inducidos por
los antagonistas NMDA y que a su vez incluyan un control GABAérgico sobre la
transmision GLUérgica, aportaria importante informacion en la comprension de las
bases neurales de la esquizofrenia.

Areas y circuitos vinculados a las acciones de los antagonistas NMIDA asociadas a la
sintomatologia positiva

En la literatura, luego de la aparicidn de la hipdtesis GLUérgica, varios autores se han
dedicado a estudiar los circuitos y regiones del SNC involucrados en los efectos
motores, cognitivos y perceptuales inducidos por la administracién de los antagonistas
NMDA ya que su entendimiento aportara importante informacién sobre las bases
neurales alteradas en la esquizofrenia [Suzuki Y 2002; Jodo E 2005; Kargieman L 2007;
Lépez-Gil X 2007]. Sin embargo, aun contindan bajo estudio los sitios de accion de
dichos compuestos que expliquen la induccion de los efectos mencionados
anteriormente.

Corteza Prefrontal

A través de estudios post-mortem e in vivo se ha demostrado que Corteza Prefrontal
(CPF) es una de las regiones que ha sido ampliamente implicada en la patologia de la
esquizofrenia y que, a su vez, esta involucrada en algunos efectos inducidos por la
administracion de antagonistas NMDA [Krystal JH 2003]. La CPF es una regién que
participa en el control de la conducta y las emociones, la adaptacion al medio y la
elaboracién y ejecucion de procesos cognitivos, funciones que se ven alteradas en
pacientes esquizofrénicos [Lewis DA 2000; Fuster JM 2001]. Estudios realizados
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muestran que luego de la administracion sistémica de MK-801 o analogos, se produce
un aumento en la liberacidon extracelular de Glutamato, dopamina, serotonina vy
acetilcolina en la CPF [Moghaddam B 1997; Mathé JM 1999; Adams BW 2001; Lorrain
DS 2003; Amargds-Bosch M 2006]. También, se observdé un aumento en la frecuencia
de disparo de las neuronas piramidales de la CPF bajo el efecto de éstos farmacos
[Kargieman L 2007]. Sin embargo, la administracién local (en CPF) de antagonistas
NMDA no provocan cambios en la actividad neuronal, ni alteraciones conductuales en
los animales [Jodo E 2005; Suzuki Y 2002]. A su vez, en estudios previos hemos
demostrado que el sindrome comportamental inducido por la administracion sistémica
de MK-801 es independiente de la integridad de la CPFmedial [Scorza MC 2008]. Todas
estas evidencias sugieren la independencia de dicha regién en las acciones centrales
del MK-801 estableciendo la posibilidad de que los antagonistas NMDA estén
ejerciendo sus acciones a través del bloqueo de receptores NMDA expresados en
regiones subcorticales o en regiones corticales diferentes a la CPF.

Nucleos del Talamo

El talamo estd constituido por un grupo de nucleos topograficamente organizados,
actuando como una estacion de relevo de informacién entre la corteza cerebral y el
tronco encefdlico. Es considerado como una de las principales regiones del SNC
mediante la cual la mayor parte de la informacién subcortical que ingresa a la corteza
cerebral es filtrada y procesada. Alteraciones en la funcién sensorio-motora asi como
en procesos cognitivos se han asociado a una disfuncién tdlamo-cortical. Debido a la
naturaleza de los sintomas que se manifiestan en la esquizofrenia, el tdlamo ha sido
implicado proponiendose que existe una desregulacién en su funcion en la patologia
[Watis L 2008].

Los circuitos taldmicos involucran principalmente 3 tipos de células: las células relé (o
de relevo), ubicadas en los nucleos del tadlamo dorsal, las cuales presentan
proyecciones reciprocas con la corteza utilizando glutamato como neurotransmisor
(proyecciones talamo-corticales). Algunas neuronas relé conforman los Illamados
nucleos especificos de procesamiento, caracterizados por recibir informacién motora,
sensorial o de asociacion. Estos proyectan hacia regiones especificas de la corteza. Las
neuronas relé también conforman nucleos inespecificos de procesamiento los cuales
reciben informacidon mas general (mayormente vinculada con mecanismos de atencidn
y funciones viserales) y proyectan de manera mas difusamente hacia regiones mas
profundas de la corteza; las interneuronas locales las cuales actian inhibiendo
localmente a las neuronas relé y a las terminales de las aferencias sensoriales; y por
ultimo las neuronas GABAérgicas del nucleo Reticular del tdlamo (RT), ndcleo que
conforma gran parte del tdlamo ventral. Los cuerpos celulares de este grupo de
neuronas GABAérgicas se agrupan en forma de una fina |[dmina ubicada entre el
tdlamo dorsal y la corteza cerebral. El RT no se conecta directamente con la corteza
cerebral sino que envia sus proyecciones hacia diferentes nucleos del talamo dorsal
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modulando su actividad. Al mismo tiempo, las neuronas del nucleo RT reciben
proyecciones colaterales provenientes de las proyecciones tdlamo-corticales y cortico-
taldmicas (Figura 6) [Salt TE 1996; Jones EG 1997; 1998; Gonzalo Ruiz A 1997; Paxinos
G 2004; Radley J 2007].

CORTEZA
CEREBRAL

/ TALAMO O

DORSA

CAUDADO-PUTAMEN

| GLosus
\ PALIDO

Impulsos

® GLUTAMATO Sensoriales

@ GABA

Figura 6. Diagrama esquematico del circuito talamo-cortical. Las neuronas GLUérgicas (rojas) del talamo
dorsal reciben inputs sensoriales que a su vez son proyectados topograficamente hacia la capa IV de la
corteza cerebral, donde liberan Glutamato y excitan a las neuronas piramidales (blancas) e
interneuronas GABAérgicas locales (negras) de la corteza. A su vez, la corteza envia proyecciones
reciprocas hacia el tdlamo. Tanto las proyecciones cortico-taldamicas como las talamo-corticales, envian
fibras colaterales a neuronas GABAérgicas en el Nucleo Reticular del talamo, el cual proyecta a areas
especificas del tdlamo dorsal modulando su actividad (Adaptado de Clinton SM y cols 2004).

Un conjunto creciente de evidencias anatdmicas y funcionales han mostrado la
existencia de anormalidades estructurales y funcionales en varios de los nucleos
taldmicos en pacientes esquizofrénicos. Por ejemplo, estudios post-mortem en
humanos han demostrado la existencia de reducciones en el niumero de neuronas en
nucleos especificos del talamo, entre ellos, el nicleo medio dorsal del talamo (MDT), el
nucleo anterior del tdlamo (ATN) y el pulvinar [Andreasen NC 1997]. Otros estudios
han reportado niveles de expresidn disminuidos de las subunidades NR1, NR2B y NR2C
de los receptores NMDA en el tdlamo de pacientes con esquizofrenia, en particular en
los ATN, MDT y nucleo del tdlamo lateral dorsal, los cuales envian proyecciones
reciprocas a regiones limbicas, prefrontales y cortezas de asociacidn, respectivamente
[Waits L 2008]. Es asi, que una desregulacion en su funcionamiento, en particular una
disfuncién en la neurotransmisién GLUérgica en el talamo ha sido implicado en la
patologia de la esquizofrenia [Bresink | 1995].

De hecho, estudios pre-clinicos han implicado a diferentes nucleos del tdlamo en
alguna de las acciones de los antagonistas del receptor NMDA. En particular, se
observd que luego de la administracién sistémica de MK-801 aparece un aumento de
la sefial de expresién para el gen primario c-fos en nucleos del tdlamo que proyectan a
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areas motoras y de asociacidon [Vaisanen J 2004]. Ademas, existen evidencias que
reportan que la administracion de antagonistas NMDA produce dafio de neuronas
piramidales en ciertas regiones de la corteza y se ha propuesto, que este efecto estaria
siendo mediado por un bloqueo de receptores excitatorios expresados en neuronas
inhibitorias, desinhibiendo asi vias de proyeccidon excitatorias hacia la corteza
[Tomitaka S 2000; Homayoun H 2007]. Estudios relacionados muestran que, el dafio
cortical provocado por la administracion de MK-801 fue prevenido por la inyeccién de
muscimol (agonista de los receptores GABA,) en el ATN, sugiriendo que el efecto del
MK-801 estaria siendo mediado por una desinhibicién de circuitos talamo-corticales
involucrando a éste nucleo del talamo [Tomitaka S 2000].

El ATN es un nlcleo de asociacion del tdlamo dorsal que recibe aferencias
provenientes mayormente de cortezas limbicas, hipocampo y nucleos mamilares.
Posee conexiones reciprocas, a través de proyecciones GLUérgicas, con la corteza
cingulada anterior y posterior, en particular con la Corteza Retrosplenial (RSC),
también definida como corteza cingulada posterior en ratas [Gonzalo-Ruiz G 1997],
siendo considerado como parte del sistema limbico [Shibata H 1993; Paxinos G 2004].
A su vez, el ATN recibe aferencias inhibitorias provenientes de aferencias GABAérgicas
del RT [Gonzalo-Ruiz G 1995; Zikopoulus B 2006]. Por lo tanto, el bloqueo de
receptores NMDA expresados en neuronas GABAérgicas del nucleo RT podria explicar
la desinhibicién del ATN. Algunos resultados similares fueron obtenidos luego de la
microinyeccion local de MK-801 en la RSC y en el ATN, observando un aumento en la
sintesis de la proteina heat-shock 70 (HSP70) en la RSC. Estos mismos autores sugieren
gue la activacion patoldgica de este circuito tdlamo-cortical podrian mediar la psicosis
producida por los antagonistas NMDA en humanos y podrian contribuir asi a explicar la
psicosis en la esquizofrenia [Sharp FR 2001]. Sin embargo, hasta el momento no
existen evidencias que hayan relacionado la participacion del ATN (o el circuito
talamico anterior-reticular) y en particular la existencia de un mecanismo de
desinhibicion del ATN con los cambios conductuales motores inducidos por los
antagonistas NMDA, los cuales se asocian a la sintomatologia positiva de la
enfermedad.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

En base a los antecedentes mencionados, el presente trabajo de Tesis se centrd
en el uso del modelo farmacoldgico del antagonismo de receptores NMDA para
modelar la sintomatologia positiva de la esquizofrenia asi como los trastornos
cognitivos de la enfermedad.

El trabajo de tesis se basé en las siguientes dos propuestas:

Il.a.- en primer lugar, con el fin de identificar aquellos circuitos neurales GLUérgicos
mediados por receptores NMDA y que implican un control GABAérgico, se evalué la
participacién del ATN en los efectos comportamentales inducidos por el MK-801
(alteracién conductual que refleja la sintomatologia positiva de la esquizofrenia). En
particular, basados en la hipdtesis de la desinhibicion GABAérgica como mecanismo de
accion de los antagonistas NMDA, proponemos que la administracion sistémica de MK-
801 involucra una desinhibicion del ATN, el cual se encuentra bajo el control
GABAérgico del nucleo RT (Esquema 1).

AREAS
CORTICALES
SUB-
CORTICALES

W Receptores NMDA
B Receptores GABA,
@ Receptores AMPA/KA

Esquema 1: El ndcleo reticular del tdlamo (RT) envia proyecciones GABAérgicas inhibiendo al nucleo
anterior del tdlamo (ATN), un nucleo de salida del talamo que proyecta hacia diferentes regiones de la
corteza y sub-corticales.

Il.b.- En segundo lugar y basados en las evidencias que muestran que el subtipo de
receptor 5-HT;5 se expresa en forma abundante en regiones del SNC vinculadas a la
funcién cognitiva y media aquellos efectos neuroquimicos que han sido vinculados a la
accion terapéutica de Clz en la mejoria de los trastornos cognitivos, proponemos que
Clz es capaz de bloquear el efecto amnésico inducido por la administracion sistémica
de MK-801 evidenciado en el modelo de Latencia de Transferencia, a través de
receptor 5-HTa.
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I1l. OBJETIVO GENERAL

Profundizar en el estudio de las bases neurales de la sintomatologia positiva de la
esquizofrenia y del mecanismo de accién de la Clozapina sobre los trastornos
cognitivos mediante el uso del antagonista NMDA, MK-801 como modelo
farmacoldgico.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacion del papel del nicleo anterior del tidlamo en el sindrome
comportamental motor inducido por la administracién sistémica de MK-801.

1.1 Caracterizacién del sindrome conductual motor inducido por la administracion
sistémica de MK-801.

1.2 Estudio de la participacién del nucleo anterior del tdlamo en las conductas
motoras inducidas por MK-801 a través de la inhibicion GABAérgica de dicho
nucleo.

2. Estudio del efecto de Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-
801 en el modelo de memoria Latencia de transferencia.

2.1 Caracterizacion de las alteraciones conductuales inducidas por la
administracion sistémica de MK-801 en el modelo Latencia de transferencia.

2.2. Determinacion del bloqueo por Clozapina de las alteraciones cognitivas
inducidas por MK-801 en el modelo Latencia de Transferencia.

2.3. Estudio del papel del subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT;4 en la accién
de Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801.
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V. MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de 270-320 gr (N= 180). Los
animales fueron obtenidos del Bioterio del IIBCE. Fueron criados y alojados en cajas de
48.0 x 37.5 x 21.0 cm en grupos de 6 animales y mantenidos en condiciones
controladas de temperatura (22 + 2 °C), ciclo de luz-oscuridad (7:00 AM-7:00 PM),
alimentacion y agua ad libitum. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a
las normas éticas establecidas y aprobadas por la Comisién de Etica en el Uso de
Animales de Experimentacién (CEUA) del IIBCE y de acuerdo con la Ley Nacional de
experimentacion animal N2 18.611. Se utiliz6 un N= 6-12 animales por grupo
experimental.

Drogas y vias de administracion

MK-801 [dizolcipina,(5R,10S)-(1)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d] cyclohepten-
5,10-imine hydrogen maleate)], Muscimol y WAY-100635 (antagonista selectivo de
receptores 5-HTi4) fueron obtenidos en Sigma-Aldrich. Clozapina fue obtenida en
Tocris Bioscience. Las drogas fueron preparadas disueltas en salino (MK-801,
Muscimol, WAY-100635) o vehiculo HClI 2%,; pH=5.8 (Clozapina), alicuotadas vy
conservadas a -20 °C hasta el momento de ser utilizadas en los experimentos. Para el
caso de MK-801, la via de inyeccidn fue la intraperiotoneal (i.p.), subcutanea (s.c.) para
Clozapina y WAY-100635, mientras que Muscimol fue microinyectado
intracerebralmente (las condiciones se mencionan mas adelante). El volumen de
inyeccion para la administracién sistémica fue de 1 ml/kg.

Modelos comportamentales

Todos los experimentos conductuales realizados en este trabajo fueron llevados a cabo
en el cuarto de experimentacion del Laboratorio de Biologia Celular del IIBCE bajo
condiciones ambientales de temperatura y ciclo luz-oscuridad similares a las existentes
en el Bioterio. Los animales fueron trasladados al cuarto de comportamiento 24 hs
antes de la realizacidon de cada experimento para lograr su correcta habituacién al
ambiente.

1. Modelo de campo abierto

El Campo Abierto (CA) es un modelo ampliamente utilizado para evaluar la actividad
locomotora horizontal asi como la exploracién vertical o rearings [Montgomery KC
1955; Archer J 1973; Lamprea MR 2008]. El mismo consiste en una caja de 60 x 60 cm
con paredes de acrilico rojo de 40 cm de alto y una camara de video colocada encima
del CA a través de la cual se filma la conducta de los animales. A continuacion, a través
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de un programa de video-seguimiento Ethovision XP (Noldus) se registraron
automaticamente numerosos parametros; se analizaron los videos obtenidos y se
cuantificaron parametros tales como la distancia recorrida (m), el patrén locomotor,
velocidad de movimiento, entre otros (Fig. 7).

Figura 7 A-B. Modelo de campo Abierto (CA)
acoplado a una cdmara de video (A). Software
de video-seguimiento Ethovision XP (B).

2. Modelo de Latencia de Transferencia

El modelo de Latencia de Transferencia (LT) es un modelo utilizado para evaluar
memoria espacial. Fue disefiado a partir del modelo plus-maze o laberinto en cruz
elevado clasicamente utilizado para evaluar ansiedad experimental [Lister R 1990;
Pellow S 1986]. En este caso la variante a registrar fue el parametro de latencia de
transferencia indicativo del proceso de aprendizaje y memoria [Hlindk Z 1998; Hlinak Z
2002]. El aparato consiste en dos brazos abiertos (50 x 10 cm) cruzados en angulo
recto con dos brazos cerrados (50 x 10 x 40 cm), unidos por una plataforma central
comun (10 x 10 cm) y elevado 50 cm del suelo (Figura 8). El registro del parametro LT
consiste en cuantificar el tiempo que demora el animal en entrar a uno de los brazos
cerrados del modelo una vez que es colocado en el extremo de uno de los brazos
abiertos del laberinto. Este procedimiento se realiza una vez por dia durante 3 dias
consecutivos. Dado que el objetivo fue evaluar el aprendizaje de una tarea en animales
bajo el efecto de MK-801, la droga se inyectd el primer dia del experimento (se evalua
la adquisicion de la tarea) y se cuantificd la LT1. La evocacidon de la tarea aprendida fue
evaluada al dia consecutivo LT2 en ausencia de droga. En animales control se observa
una disminucién en la LT2 con respecto a la LT1, en cambio, aquellas drogas que
generan un efecto amnésico en el animal inducen un aumento significativo en la LT2
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con respecto al grupo control sin diferenciarse de la LT1 (del grupo tratado). Como
control de reversion del efecto amnésico, los animales fueron sometidos a una tercera
sesion el tercer dia después de la inyeccidn de la droga (LT3). Aquellos animales que se
excedieron de los 90 segundos de latencia [Hlinak Z 2002] asi como los que cayeron del
modelo fueron descartados de los grupos experimentales (criterio del laboratorio).
Todos los experimentos fueron filmados y analizados posteriormente.

Brazo Cerrado Brazo Cerrado
((:19)] {:19)]

Figura 8. Modelo de Laberinto en cruz elevado utilizado para registrar Latencia de
Transferencia.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la Media * Error Estandar de la Media (EEM). La
distribucién de los datos fue evaluada a través del test Kolmogorov-Smirnov. Segun las
comparaciones, se utilizé el test estadistico de t-Student o el Andlisis de Varianza
(ANOVA) de Una o Dos vias seguido del test de comparacidon multiple Newman-Keuls.
Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad Prism 5.01.
La significancia estadistica fue fijada en p < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1

1. Caracterizacion del papel del nicleo anterior del tdlamo en el sindrome
comportamental motor inducido por la administracién sistémica de MK- 801.

1.1 Caracterizacién del sindrome conductual motor inducido por la administraciéon
sistémica de MK-801.

Procedimiento experimental

En esta serie de experimentos los animales fueron inyectados i.p. con MK-801 a una
dosis de 0.2 mg/kg y salino (grupo control). Dicha dosis fue estudiada previamente por
el grupo de investigacion del laboratorio y por otros autores. Basicamente, se ha
observado que dicha dosis no genera signos de ataxia severos que imposibiliten el
movimiento de animal [Andiné y cols. 1999; Scorza y cols. 2008].

Treinta minutos después de la inyeccidn los animales fueron colocados en el CA para el
registro de las conductas motoras. El periodo total de registro fue de 15 min. el cual
fue dividido en dos periodos: 0-5 min., 5-15 min. con el fin de diferenciar la fase de
exploracién en la cual los animales exploran el ambiente nuevo (0-5 min) y la fase de
habituacion en la que los animales comienzan a adaptarse a la caja (5-15 min.). El
protocolo experimental realizado se observa en el Esquema 2.

En simultaneo al registro automatico de la actividad locomotora, se cuantificaron por
observacion directa las siguientes conductas motoras:

1) nimero de estereotipias: head shakes o sacudidas de cabeza (conducta natural de
los animales) y head weavings (movimiento lateral y repetido de la cabeza sin
locomocién, conducta uUnicamente inducida por farmacos); 2) nimero de rearings
como indice de la actividad exploratoria vertical (el animal se apoya en sus patas
traseras y levanta su tronco y patas delanteras; se consideraron los rearings libres o
apoyados contra la pared); 3) patrén locomotor, definido por el grado de
desorganizacién del movimiento (locomociéon no dirigida por la exploracién), por el
grado de movimiento continuo o “no frenado” y por la aparicién de conductas de
ataxia tales como nimero de caidas torpes y la abduccion de las patas traseras.

Esquema 2: Protocolo experimental

MK-801 (0.2)
o salino (i.p.) - Entrada CA
Fase exploratoria
l Fase de habituacion
| //
! ” [ D Tierpo (min)
-30 0 5 10 15

Esquema 2. Protocolo experimental para la evaluaciéon del sindrome conductual motor inducido por MK-
801 en el CA. CA= Campo Abierto.
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Para la cuantificacién del movimiento desorganizado, movimiento continuo y la
abduccién de las patas traseras se utilizé una escala de intensidad de 0-3 donde 0=
ausente, 1= leve, 2= presente y 3= intenso [Tricklebank MD, 1985]. Una vez finalizado
el tiempo de registro para cada animal, el CA fue limpiado con alcohol al 30 % para
volver a colocar al siguiente animal.

1.2 Estudio de la participacion del nucleo anterior del tadlamo en las conductas motoras
inducidas por MK-801 a través de la inhibicion GABAérgica de dicho nucleo.

Procedimiento experimental

Con el fin de determinar si el nucleo anterior del tdlamo participaba en las alteraciones
conductuales inducidas por MK-801, se utilizé un grupo de animales implantados con
canulas de administracion bilaterales localizadas en el ATN.

Cirugia estereotdxica

Los animales fueron anestesiadas con ketamina (90 mg/kg i.p.) y xilasina (5 mg/kg i.p.)
y colocados en un esterotaxico para la implantacidn de cédnulas bilaterales (Plastic One,
USA) en el ATN segun las coordenadas AP: -1,5; Lat: + 1.0; DV: -6.0 tomadas del Atlas
de Paxinos y Watson. El set utilizado para realizar el implante de las cdnulas bilaterales
y la posterior microinyeccion en el ATN se muetra en la Figura 9 A-E. Las cdnulas
fueron fijadas al crdneo con acrilico dental. Luego de la intervencidon los animales
fueron trasladados nuevamente al Bioterio y monitorizados durante el periodo de
recuperacion por 5-6 dias hasta el dia del experimento.

n . n o

Figura 9 A-E. Aparato estereotéxico (A). Cirugia estereotaxica (B).

Canula de administracién bilateral (C). Esquema representando la
ubicacién de las cédnulas de administracién y la zona de inyeccién
de muscimol [Paxinos y Watson 2005] (D). Bomba de perfusion
equipada con dos jeringas Hamilton conectadas herméticamente

por tubings de plastico a la canula de administracion (E).

El dia del experimento los animales fueron designados para cada grupo experimental
siguiendo un protocolo de doble inyeccién de acuerdo al Esquema 3. Muscimol fue
microinyectado intra-ATN en dos concentraciones 2.5 y 5.0 mM (0.05 y 0.1 ug
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respectivamente), a un flujo de 0.1 pl/min durante 2 min y 1 min de espera utilizando
una bomba de perfusién Harvard PHD2000 (Figura 9 E). Cinco minutos después, los
animales fueron inyectados i.p. con MK-801 (0.2 mg/kg) y 30 min. después los
animales fueron colocados en el CA y se registraron las conductas motoras incluidas en
el sindrome conductual durante 15 min.

Esquema 3: Protocolo experimental

Implantacion Muscimol (2.505
céanulas (ATN) mM) o salino (intra-
ATN)
MK-801 (0.2) o Entrada CA
salino (i.p) Fase exploratoria
l l Fase de habituacion
I # | — R EEmme
Tiempo (min

Esquema 3. Protocolo experimental para la evaluacién del efecto de la co-administracion de muscimol
(2.5 y 5.0 mM) intra-ATN sobre las alteraciones conductuales inducidas por la administracién de MK-801
(0.2 mg/kg) en el CA.

Andlisis histolégico para la verificacion de la localizacion de cdnulas

Al final de cada experimento, los animales fueron sacrificados por decapitacién. Los
cerebros fueron disecados y congelados a -20 °C. Posteriormente, la localizacién de las
canulas fue determinada por cortes a cridostato. Aquellos animales que no mostraron
una correcta localizacion de las canulas fueron excluidos del grupo experimental.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2

2. Estudio del efecto de Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-
801 en el modelo de memoria Latencia de Transferencia.

2.1 Caracterizacion de las alteraciones conductuales inducidas por la administraciéon
sistémica de MK-801 en el modelo Latencia de transferencia.

Procedimiento experimental

Con el fin de caracterizar el efecto inducido por la administracidn sistémica de MK-801
en el modelo de LT, en primer lugar se llevd a cabo una curva dosis-respuesta
evaluando las dosis de 0.1 y 0.05 mg/kg de MK-801. Dichas dosis fueron seleccionadas
basandonos en resultados previos de nuestro laboratorio [Meikle MN 2008]. El dia 1
del test (hora 0) se inyectaron i.p. los animales con MK-801 0.1 y 0.05 mg/kg o
vehiculo. Luego de 30 min. los animales fueron colocados en el CA y se les registrd la
actividad motora durante 5 min. A continuacion se evaludé la LT1 (Dia 1) sobre el
laberinto en cruz. Las LT2 y LT3 fueron registradas 24 hs. (Dia 2) y 48 hs. (Dia 3)
después, respectivamente. El comportamiento de los animales durante los dias 2 y 3
fue evaluado en ausencia de droga (Esquema 4).

Esquema 4: Protocolo experimental

MK-801
(0.1-0.05) o Actividad
salino (i.p.) en CA
Latencia de transferencia
LT 1 LT 2 LT 3
| 7/
_3'0 ” (I)—SI W Tiempo (min)
[ Dia1 | [ Dia2 } [ Dia3 |

Esquema 4. Protocolo experimental para la evaluacion del efecto de MK-801 (0.1 o 0.05 mg/kg) sobre la
funcidn cognitiva, utilizando el pardmetro de latencia de transferencia en el Laberinto en cruz elevado.
La evaluacion se realizd durante tres dias consecutivos.

2.1.1 Evaluacidn del efecto sobre la ansiedad 24 horas después de la administracién de
MK-801 utilizando el modelo animal de ansiedad, Laberinto en cruz elevado.

Como parte de la caracterizacion del efecto inducido por la administracion sistémica
de MK-801 en el modelo de LT, se evalud el efecto sobre la ansiedad 24 hs después de
administrar MK-801 a la dosis seleccionada previamente. Se utilizé el paradigma
Laberinto en cruz elevado el cual es ampliamente utilizado para caracterizar drogas
con un perfil ansiolitico o ansiogénico [Pellow S 1985]. Este modelo estd basado en el
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miedo natural de los animales a los espacios abiertos y elevados. Como consecuencia,
las ratas tienden a evitar los brazos abiertos y permanecer mas tiempo en los cerrados.
Las drogas con propiedades ansioliticas aumentan el nUmero de entradas a los brazos
abiertos y el tiempo de permanencia en los mismos, mientras que las drogas con
propiedades ansiogénicas disminuyen dichos parametros [Cruz A 1994].

Procedimiento experimental:

Los animales fueron inyectados con MK-801 (0.05 mg/kg) o salino i.p. y 24 hrs después
se evalué la ansiedad de los animales (Esquema 5). Los parametros registrados fueron:
numero de entradas a los brazos cerrados, numero de entradas a los brazos abiertos,
tiempo de permanencia en los brazos cerrados, tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, head dippings (parametro que se cuantifica sobre el brazo abierto cuando el
animal explora fuera del margen del brazo y en direccién al suelo), risk assessments
(pardametro que se cuantifica sobre el brazo cerrado cuando el animal evalla el riesgo
dirigiéndose hacia el brazo abierto) y llegadas a los extremos de los brazos abiertos.

Esquema 5: Protocolo experimental

MK-801 (0.05) Inicio del test en el Laberinto

o salino (i.p.) en cruz elevado
24 hs
| /L
! 7 I . in)
0 0 5

Esquema 5. Protocolo experimental para la evaluacion del efecto ansiolitico o ansiogénico de MK-801
(0.05 mg/kg), 24 hs. después de la inyeccion de la droga.

2.2. Determinacion del bloqueo por Clozapina de las alteraciones cognitivas inducidas
por MK-801 en el modelo Latencia de Transferencia.

Procedimiento Experimental

El efecto de Clz sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801, fue evaluado a
través del ensayo de un protocolo de doble inyecciéon sistémica co-administrando
animales con Clz y MK-801. En esta serie de experimentos se utilizé una dosis de MK-
801 de 0.05 mg/kg ya que ésta no generd una alteracion significativa en la actividad
motora de los animales. El dia 1 del test los animales recibieron una primera inyeccion
de Clz (1 mg/kg) o su vehiculo (HCl 2%) s.c. y cinco minutos después, recibieron una
segunda inyeccion i.p. de MK-801 (0.05 mg/kg) o salino. Media hora mas tarde se
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registro la actividad motora de los animales en el CA durante 5 min. A continuacién se
evalud la LT1 (Dia 1) sobre el laberinto en cruz. 24 y 48 horas después se registraron
LT2 y LT3 respectivamente, en ausencia de las drogas (Ver Esquema 6).

Esquema 6: Protocolo experimental

Clz(1)o MK-801 (0.05)  Actividad

vehiculo (s.c.) o salino (i.p.) en CA
Latencia de transferencia
| ] Y/ LT 1 LT 2 LT 3
_3'5 _3'0 ” (l)—5| -HF_H _ Tiempo (min)
| Dial |} I Dia2 | [Dia3 ]

Esquema 6. Protocolo experimental para la evaluacién del efecto de Clz (1 mg/kg) en animales tratados
con MK-801 (0.05 mg/kg), utilizando la latencia de transferencia como parametro de alteracién de la
funcidn cognitiva. La evaluacion se realizé durante tres dias consecutivos.

2.3. Estudio del papel del subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT14 en la accién de
Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801.

Procedimiento experimental

En primer lugar se realizd una curva dosis-respuesta para seleccionar una dosis de
WAY-100635 que no generara un efecto per se en la funcién cognitiva de los animales
evaluada en el modelo LT. Dos dosis de WAY-100635 fueron ensayadas (1 y 0.3 mg/kg).
Una vez determinada la dosis de WAY-100635 a ser utilizada, se realizé un protocolo
de triple inyeccion detallado en el Esquema 7. El dia 1 del test los animales recibieron
una primera administraciéon de WAY-100635 (0.3 mg/kg) o salino s.c., luego de 5 min.
recibieron una segunda inyeccion de Clz (1 mg/kg) o HCl 2% s.c. y por ultimo, se
administré i.p MK-801 (0.05 mg/kg) o salino. Luego de 30 min. de espera, la actividad
locomotora fue registrada en el CA por 5 min. A continuacién, se registré LT1 en el
plus-maze. 24 y 48 horas después LT2 y LT3 fueron registradas, respectivamente sin la
administracién de drogas (Ver Esquema 7).
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Esquema 7: Protocolo experimental

WAY -100635 (0.3) MK-801 (0.05) Actividad
o salino (s.c.) o salino (i.p.) en CA
Clz(1) o . .
vehiculo (s.c.) Latencia de transferencia
v
, , . LT 1 LT 2 LT3
! ! “ |—| -ﬁl/_-ﬁ/ _ Tiempo (min)
-40 -35 -30 0 5
Dia2 |——— Dia3 |

Esquema 7: Protocolo experimental para evaluar la participacion de los receptores 5-HT;, en el
mecanismo de accion de Clz sobre la funcidn cognitiva en animales tratados con MK-801 (0.05 mg/kg)
evaluada en el modelo LT. La evaluacién se realiza durante tres dias consecutivos.
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VI. RESULTADOS |

1. Caracterizacion del papel del nucleo anterior del tdlamo en el sindrome
comportamental motor inducido por la administracién sistémica de MK- 801.

1.1 Caracterizacion del sindrome conductual motor inducido por la administracion
sistémica de MK-801.

En primer lugar, se caracterizd la induccion del sindrome conductual motor en
animales luego de la administracién sistémica de MK-801 a una dosis de 0.2 mg/kg
(Esquema 2 en Materiales y Métodos). Los resultados mostraron que el antagonista
NMDA produjo un aumento en la actividad locomotora en los animales en
comparacion con el grupo control en funcidon del tiempo registrado (Fig. 10A).
Contrario a lo que sucede en el perfil comportamental de un animal control, los
tratados con MK-801 no mostraron habituacién al CA ya que mantienen una actividad
constante a lo largo del tiempo vy significativamente diferente con respecto al control
tanto en la fase exploratoria (p < 0.001) como en la fase de habituacion (p < 0.001; Fig.
10A). La Fig. 10B muestra que el aumento en la actividad motora total resulté
estadisticamente significativo (p < 0.001) con respecto al control.

>
w

60 200-
E B
1 =
2 40 *f\*f\**g s 10
S 28
] g 100
[ e}
'S 20 , s
c = i
] Ji z %
(2] Q
a <

0 : T T 0-

0 5 10 15

Tiempo (min)
-O- control —-A- MK-801 3 control Bl MK-801

Figura 10 A-B. Efecto de MK-801 (0.2 mg/kg) sobre la actividad motora expresada en intervalos de 5
min. (A) o en los 15 min. totales de registro (B). Los datos se expresan como la media = EEM de la
distancia recorrida (m, Ethovision) durante 15 min. de los animales inyectados con MK-801 o salino
(control). ANOVA de dos vias seguido del Test de Newman Kewls o t-Student. /= vs control 5 min. *=vs
control. / = p< 0.05. // = p< 0.01. ***= p< 0.001. N=6-7.

En la Figura 11 A-B se muestran las imagenes representativas del patrén del
movimiento para cada tratamiento obtenidas a través del software de video
seguimiento.
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A) control

Figura 11 A-B. Recorridos representativos del grupo control (A) y del tratado con MK-801 (0.2 mg/kg, B).

Se pudo observar que la administracién sistémica de MK-801 generd un patrdn
locomotor mas intenso que el grupo control reflejando la hiperactividad inducida por
la droga.

La Tabla 3 muestra el efecto de MK-801 en el nimero de rearings y otras conductas
gue forman parte del sindrome conductual motor. La actividad exploratoria vertical de
los animales inyectados con MK-801 no fue modificada en forma significativa. Las head
shakes no fueron significativamente modificadas, sin embargo, la administraciéon de
MK-801 indujo la aparicion de head weavings si bien no se alcanzé la significancia
estadistica con respecto al grupo control. En cuanto a los signos de ataxia, MK-801
indujo un aumento significativo en la aparicién de caidas torpes (p < 0.05) sin alterar el
grado de abduccién de las patas traseras. Finalmente, el tratamiento con MK-801
provocd un patrén locomotor desorganizado y continuo del movimiento (p < 0.001y p
< 0.01, respectivamente).

Tabla 3. Conductas motoras inducidas por MK-801

Estereotipias Signos de ataxia Patrén motor
Tratamiento | Rearings N° Head N° Head N° Caidas Abduccion Mowmlgnto Mowm’lento
shakes weavings ; de patas [desorganizado| continuo
(0-5) 9 orpes (0-3) (0-3) (©0-3)
control 32.3+3.9 53+1.4 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
MK-801 214+ 61 38% 15 66+38 119+44 00200 24+04™ 19+05"

Tabla 3. Efecto del MK-801 (0.2 mg/kg) sobre la conducta exploratoria vertical durante la fase
exploratoria (primeros 5 min. de registro), estereotipias, signos de ataxia y el patréon locomotor durante
15 min de registro. Los datos se expresan como la media = EEM. Test t-Student. *= vs control; *= p<
0.05; **= p< 0.01; ***= p< 0.001. N=6-7.

En su conjunto, estos resultados demostraron que la administracion sistémica de MK-
801, a la dosis inyectada, indujo casi la totalidad de las alteraciones conductuales que
aparecen en el sindrome comportamental caracteristico que esta descrito en la
literatura [Andine P 1999, Geyer MA 2003, Scorza MC 2008].
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1.2 Estudio de la participacion del nucleo anterior del tdlamo en las conductas
motoras inducidas por MK-801 a través de la inhibicion GABAérgica de dicho nicleo.

Una vez caracterizado el sindrome motor inducido por MK-801 se continué con la
determinacién del papel del ATN en la induccidn de dicho sindrome mediado por un
mecanismo de desinhibicion GABAérgica. Para ello se evaluaron las conductas que
componen el sindrome comportamental, luego de la co-administracién intra-ATN del
agonista GABA, muscimol (2.5 y 5.0 mM) o salino y MK-801 (0.2 mg/kg) o salino de
forma sistémica (ver Esquema 3 en Materiales y Métodos).

Al igual que lo observado en animales no operados, los animales microinyectados con
salino intra-ATN e inyectados sistémicamente con MK-801 mostraron un aumento
significativo en la actividad locomotora en funcién del tiempo, sin manifestar el
proceso de habituacién que desarrollan los animales control (p < 0.001 para la fase
exploratoria y de habituacion; Fig. 12A). A su vez, los animales microinyectados con
muscimol (2.5 mM) intra-ATN y salino i.p. mostraron un comportamiento similar al
grupo control, sin que la droga modifique per se la actividad en la fase exploratoria o
de habituacidn al CA. Ademas, los animales pre-inyectados con muscimol (2.5 mM) en
el ATN restauraron completamente la actividad alterada por la inyeccidn
intraperitoneal de MK-801 llevdndola a un patrdon conductual similar a la observada en
el grupo control.

60+ 200
_ ok _
= s Sk
] - 1504
£ 40 g
o -
o <]
o / £ 1004
© # 1l k=]
'S 204 # ]
% g 504 +++
7 3
[a) +++ i <

0 T T 0

<)
o4
i
[S)
=
a

Tiempo (min)

-O- Sal+Sal A& Sal + MK-801 1 Sal + Sal Bl Sal + MK-801
I+ Musc (2.5) + Sal 49~ Musc (2.5) + MK-801 = Musc (2.5)+Sal EE Musc (2.5) + MK-801

Figura 12 A-B. Efecto de MK-801 (0.2 mg/kg, i.p.) y la co-administracién de muscimol 2.5 mM intra-
ATN sobre la actividad motora medida como distancia recorrida (mts; Ethovision) cada 5 minutos (A) o
en el tiempo total de registro (B). Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de una y dos
vias seguido del Test de Newman-Keuls. * = vs Sal + Sal; + = vs Sal + MK-801; / = Sal + Sal 5 min. vs Sal +
Sal 10 y 15 min; # = Musc + MK-801 5 min. vs Musc + MK-801 10 y 15 min.; *** +++=p< 0.001. // = p<
0.01./,#=p<0.05.N=6-7.

En la actividad motora total, la microinyeccion de muscimol (2.5 mM) intra-ATN
bloqued significativamente la hiperactividad inducida por MK-801 (p< 0.001) sin
modificar la actividad basal de los animales (Fig. 12B).

Por otra parte, los animales tratados con muscimol 5.0 mM intra-ATN se comportaron
de manera similar a lo observado anteriormente. Los inyectados con salino i.p.
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mostraron un comportamiento similar al grupo control y los inyectados con MK-801
i.p. restauraron completamente la actividad alterada por el antagonista NMDA (Fig. 13

A-B), indicando que muscimol 5.0 mM bloqued la accién comportamental inducida por
el MK-801.
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Figura 13 A-B. Efecto de MK-801 (0.2 mg/kg, i.p.) y la co-administraciéon de muscimol 5.0 mM intra-ATN
sobre la actividad motora medida como distancia recorrida (mts; Ethovision) cada 5 minutos (A) y en el
tiempo total de registro (B). Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de una via seguido del
Test de Newman-Keuls. * = vs Sal + Sal; + = vs Sal + MK-801; / = Sal + Sal 5 min vs Sal + Sal 15 min; # =
Musc + MK-801 5 min vs Musc + MK-801 15 min; ***, ™" = p<0.001. // = p<0.01./, # = p<0.05. N=6- 9.

No se demostré una relacion dependiente de la concentracién en la respuesta
comportamental de los animales pre-tratados con ambas dosis de Muscimol aplicadas
en el talamo y salino o MK-801 sistémicos. Los valores correspondientes a la Media *
EEM de cada grupo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Efecto de Muscimol intra-ATN en la actividad motora total inducida
por MK-801 i.p.

Variable Tratamiento

Musc (2.5) + Sal Musc (5) + Sal Musc (2.5) + MK-801 Musc (5) + MK-801

Actividad Motora

56.9+8.5 429+74 34.6+8.0 39.2+10.8
Total (m)

Tabla 4. Actividad motora durante 15 minutos registrada como distancia recorrida en metros. Los datos
se expresan como la media £+ EEM. ANOVA de una via seguido del Test de Newman-Keuls. No hubo
diferencias significativas.

En la Figura 14 A-F se muestran las imagenes representativas de los recorridos (patrén
de movimiento) en funcion de cada tratamiento. Se puede apreciar que la
administracion de salino intra-ATN y MK-801 sistémico generd un patrén locomotor
mas intenso que el observado en el grupo control. Tanto muscimol 2.5 como 5.0 mM
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intra-ATN restauraron el patrén locomotor alterado por la administracion de MK-801,
sin modificar la actividad basal de los mismos.

A)Sal + Sal B) Musc (2.5) + Sal C) Musc (5.0) + Sal

o ———— g U

e ———

Figura 14 A-F. Imagenes representativas de los recorridos (tracks) realizados por los animales de los
diferentes grupos experimentales (Software Ethovision XP).

La Tabla 5 muestra el resultado de la administracion de muscimol (2.5 y 5.0 mM) intra-
ATN sobre las estereotipias, los signos de ataxia y el patrén locomotor inducidos luego
de la inyeccion sistémica de MK-801. Se pudo observar que los animales pre-tratados
con salino intra-ATN e inyectados i.p. con MK-801 no mostraron diferencias en la
induccion del numero de rearings con respecto a los animales control. Sin embargo,
luego de la co-administracién de muscimol 2.5 mM y 5.0 mM se observd una marcada
disminuciéon en el niumero de rearings, alcanzando uUnicamente una diferencia
significativa en el grupo co-administrado con muscimol 5.0 mM. No se observaron
modificaciones en el niumero de head shakes. En el caso de los head weavings se
observé una disminucion en el nimero de veces que los animales tratados con MK-801
y ambas concentraciones de muscimol realizaron esta conducta, sin embargo, la
disminucién no fue significativa. A su vez, se observd un bloqueo significativo
comparado con el grupo control tanto en el nimero de caidas torpes (p < 0.001 para
muscimol 2.5 y p < 0.05 para muscimol 5.0), el movimiento desorganizado y el patrén
de movimiento continuo (p < 0.001 para ambos). El grado de abduccién de las patas
traseras no se vio modificado en los grupos evaluados.
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Tabla 5. Efecto de Muscimol intra-ATN en las conductas motoras inducidas por
MK-801 i.p.

Estereotipias

Signos de ataxia

Patrén motor

TaiEniemie el N° Head N° Head N° Caidas Abduccion Mowm@nto Mowm,lento
(0-5) shakes weavinas N de patas [desorganizado continuo
9 orpes (0-3) (0-3) (0-3)
Sal + Sal 26.7+5.4 31+08 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
Sal + MK-801 28.7+9.8 0.3+ 0.2 27+19 102+257 0000 25+02" 13+02""
Musc (2.5)+Sal 222+49 50+ 0.9 0.0£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0
Musc (5)+Sal 26.3+6.9 38+ 0.2 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
Musc (2.5)+MK-801| 5.4+4.9 25+ 0.9 0.0+0.0 1.0+07°" 0.0+0.0 03+02"" 02017
Musc (5)+MK-801 42+21" 3.8+ 1.7 04+04 52+34" 0.0+0.0 05+04"" 0.0+£0.0"""

Tabla 5. Efecto de la co-administracion de muscimol 2.5 y 5.0 mM intra-ATN sobre la conducta
exploratoria vertical durante la fase exploratoria (primeros 5 min. de registro), las estereotipias, signos
de ataxia y patron motor inducidas por la inyeccién i.p. de salino o MK-801 (0.2 mg/kg). Media + EEM.
ANOVA de una via seguido del Test de Newman- Keuls. *=vs Sal + Sal; += vs Sal + MK-801; *, + = p<

0.05; *** +++=p< 0.001. N=6-9.

En su conjunto, los resultados demuestran que la activacién de los receptores
GABAérgicos por la microinyeccion de muscimol 2.5 y 5.0 mM intra-ATN fue capaz de
bloquear las conductas inducidas por la administracion sistémica de MK-801.

La Figura 15 muestra una imagen representativa de los animales operados con una

canula bilateral implantada en el ATN, confirmando asi su localizacién.

Figura 15. Imagen de un corte coronal
de cerebro de rata (40 um de espesor)
donde se muestra la localizacion bilateral
canulas de

en el ATN de las

administracidn. La barra de calibracion

corresponde a2 mm.
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1.3. Discusion de resultados |
1

El primer objetivo del trabajo de Tesis se centré en estudia la participacidon del nucleo
anterior del talamo en la generacién del sindrome conductual motor caracteristico del
bloqueo de receptores NMDA (a través del uso de MK-801), con el fin de profundizar
en las bases neurales involucradas en la sintomatologia positiva de la esquizofrenia. A
su vez, los experimentos fueron disefiados para comprobar la hipdtesis de Ia
desinhibicion GABAérgica en el mecanismo de accién del MK-801.

La mayoria de los cambios conductuales (hiperlocomocion, estereotipias, ataxia y
patréon desorganizado) observados en los animales tratados con MK-801, coinciden con
resultados previamente descritos en la literatura confirmando la induccion del
sindrome conductual motor caracteristico de los antagonistas NMDA [Andiné P 1999;
Geyer MA 2003; Moghadam B 2003; Scorza MC 2008]. La conducta de rearings no se
vio alterada significativamente en relacién a estudios previos (Tabla 3). La actividad
exploratoria vertical o rearing esta descrita en la literatura como una conducta natural
gue expresan los animales al ser expuestos a un ambiente novedoso. Dicha respuesta
se ve exacerbada en los primeros 5 min. del registro, decayendo a medida que los
animales se van habituando. En trabajos previos, fue descrito que el tratamiento con
MK-801 (0.2 mg/kg) generaba una disminucidn significativa en dicha conducta, la que
estuvo asociada al gran aumento en la actividad motora horizontal que produce el
blogueo de los receptores NMDA, posiblemente en relacién a la alteracidon en la
habituaciéon que genera dicha droga en los animales [Scorza MC 2008; 2010]. Las
razones por las que en el presente trabajo no se alterd significativamente dicha
respuesta no estan claras. Variables en la inyeccidn-absorcion de la droga, dosis o en la
actividad basal previa de los animales pueden ser consideradas. Sin embargo, a pesar
de no alcanzar una significancia estadistica, los animales tratados con MK-801
mostraron una alteracidon en la capacidad de habituacidon al ambiente al menos en
relacién a la actividad locomotora horizontal, lo que podria estar relacionado con la
accién psicotomimética de la droga.

La microinyeccién de salino en el ATN permitidé la induccién del sindrome
comportamental luego de la inyeccidn sistémica de MK-801 (0.2 mg/kg). El mismo fue
similar al observado en animales no operados e inyectados con MK-801 (0.2 mg/kg).
Estos resultados demuestran que la manipulacién quirdrgica no alteré la capacidad de
la droga de inducir los cambios conductuales caracteristicos. A su vez confirma que el
tiempo elegido para la recuperacidn post-quirdrgica de los animales fue el correcto. La
microinyeccién bilateral intra-ATN de ambas dosis de muscimol, 2.5y 5.0 mM, bloqueo
de manera significativa los cambios conductuales incluidos en el sindrome
comportamental en respuesta a la inyeccién sistémica de MK-801. Ya sea la
hiperactividad, las estereotipias y los signos de ataxia. Ademds se observé un
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restablecimiento del patron motor alterado por el antagonismo NMDA, reflejdndose
en la descripcién de un recorrido motor similar al registrado en animales control. El
blogueo del sindrome comportamental motor inducido por MK-801 sistémico se
alcanzo por la activacion de receptores GABA4 en el ATN luego de la microinyeccion del
agonista GABA, muscimol. Estos resultados sugieren tres situaciones: 1) que el ATN es
una region clave en la induccién del sindrome motor caracteristico del MK-801; 2)
habria un componente GABAérgico mediando el mecanismo de accién del MK-801 el
cual debe ser desinhibido para la generacion del sindrome conductual; 3) ese
componente GABAérgico controlaria la actividad de las neuronas del ATN y por lo
tanto su salida hacia otras regiones cerebrales. Es posible que la administracién de
muscimol re-establezca un desbalance excitatorio (GLU)/inhibitorio (GABA) en el ATN
el cual se estaria alterando luego de la administracion sistémica de un bloqueante de
receptores NMDA. Los resultados presentados en el trabajo de tesis concuerdan con
evidencias ya publicadas en la literatura las cuales vinculan la aparicion de ciertos
efectos inducidos por la administracién sistémica de antagonistas NMDA, tales como la
excitotoxicidad o el aumento en la actividad de disparo de neuronas corticales. Los
autores proponen que dichos efectos son consecuencia de un desbalance en el control
excitatorio/inhibitorio en regiones sub-corticales [Tomitaka S 2000; Farber NB 2003;
Zhang Y 2009].

La actividad de rearings fue el Unico comportamiento dentro del sindrome conductual
de MK-801 que se vio fuertemente disminuida luego de la co-administracién de
Muscimol intra-ATN. No estan claras las razones que expliquen dicha potenciacidn, sin
embargo parece ser un comportamiento que no dependeria del restablecimiento
excitatorio/inhibitorio en el ATN. No se descarta la participaciéon de un sistema de
neurotransmision no-GLUérgico y no-GABAérgico en la induccién de dicha conducta.

En términos generales, nuestros resultados sugieren que el ATN es una regién que
participa en la induccidén del sindrome conductual motor inducido por MK-801,
apoyando la hipdtesis de un mecanismo de desinhibicién en la base de las acciones
inducidas por los antagonistas NMDA. El nucleo reticular del tdlamo (RT) proporciona
una de las aferencias inhibitorias (via GABA) de mayor relevancia controlando la
actividad de los diferentes nucleos del talamo. En particular, es la aferencia inhibitoria
mas importante del ATN [Gonzalo-Ruiz G 1996; 1997]. De hecho, en el talamo de ratas
hay un escaso nimero de interneuronas inhibitorias [Sawyer SF 1994] por lo que el
control inhibitorio en el ATN se da principalmente a través del RT. En este sentido, la
disminucién en la actividad de neuronas del RT provocaria, entre otras cosas, la
desinhibicion de las neuronas del ATN (las cuales expresan receptores GABA,)
resultando en una activacion de las eferencias de este nucleo hacia regiones corticales
y subcorticales las cuales podrian ser las responsables, al menos en parte, de las
alteraciones motoras observadas luego de la administracion de MK-801 sistémico.
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Como se menciond anteriormente, el ATN es un nucleo taldmico de asociacidon que
posee abundantes conexiones reciprocas con la corteza cingulada posterior o corteza
retrosplenial (RSC). El circuito conformado por ATN y RSC se ha relacionado con los
aspectos motivacionales de las tareas de aprendizaje, la atencion y la memoria,
aunque no con la funcién motora directa; la RSC proyecta hacia la corteza cingulada
anterior, cortezas motora y premotora y subiculum contribuyendo al control de
diferentes funciones motoras [Shibata H 2004]. De forma interesante, se ha
identificado dicha corteza como uno de los sitios del SNC que muestra mayor
vulnerabilidad a la toxicidad causada por el blogueo NMDA. A su vez, se demostrd que
dicha toxicidad disminuye luego de la administracién de los farmacos antipsicéticos
haloperidol y Clz [Sharp F 2001; Farber N 2003]. Ambas evidencias sugieren que una
alteracién en los circuitos que involucren a la RSC podria estar mediando el sindrome
motor inducido por MK-801 y sugiriendo su participacion en la sintomatologia positiva
de la esquizofrenia.

Es importante mencionar que el MK-801, luego de su administracidn sistémica, actuara
sobre receptores tipo NMDA expresados a lo largo del SNC, incluidos aquellos que se
encuentran expresados en el RT y/o en el ATN. Sin embargo, los resultados obtenidos
en estos experimentos sugieren que el bloqueo de los receptores NMDA del RT estaria
predominando sobre el bloqueo de receptores NMDA expresados en otras regiones, es
decir que MK-801 estaria actuando preferentemente sobre el RT. En este sentido,
existen evidencias en la literatura que apoyan la idea que una accion preferencial en
ciertas regiones del SNC de los antagonistas NMDA, entre las cuales se encuentran el
RT. Por ejemplo, se ha visto que luego de la administracion sistémica de PCP o MK-801
hay una expresion diferencial del gen c-fos en el RT en comparacién con otros nucleos
del tdlamo [Vaissdanen J 2003; Santana N 2011]. Interesantes hallazgos mas recientes
demostraron que existe un subtipo de receptor NMDA compuesto por las subunidades
NR2C que le confieren una mayor sensibilidad al bloqueo NMDA a aquellas neuronas
del RT que los expresan. Esto se debe a que este subtipo de receptor NMDA posee una
baja sensibilidad al bloqueo por Mg2+, encontrandose en su forma activa en
condiciones de potencial de reposo y activandose en respuesta al neurotransmisor
glutamato sin la necesidad de una previa despolarizacidon neuronal. Es por esta razon
que la administracién de un antagonista NMDA facilitaria la inhibicion en aquellas
neuronas que expresen dichos receptores. De manera interesante, este tipo de
receptores se expresan abundantemente en las neuronas GABAérgicas del RT [Zahng Y
2009]. Sin embargo, no se puede dejar de mencionar que otras aferencias GABAérgicas
provenientes de los ganglios basales [Price JL 1995] y que alcanzan al tdlamo, también
podrian estar jugando un papel en la desinhibicion del ATN.
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Teniendo en cuenta la interconexion existente entre los diferentes sistemas de
neurotransmision del SNC, a partir de la cual un desbalance
Glutamatérgico/GABAérgico podria generar alteraciones en otros, no se debe
desconocer la participacion de otros sistemas de neurotransmision en la modulacién
de la actividad de los diferentes circuitos taldmicos. Por ejemplo, se ha descrito que las
neuronas GABAérgicas del RT reciben inervacidn DAérgica proveniente de la Sustancia
Nigra compacta y expresan receptores DAérgicos, del tipo D2 y D4 [Anaya-Martinez V
2006; Govindaiah G 2010], indicando que el sistema DAérgico participa en la
modulacion de la actividad del RT y por lo tanto de sus eferencias hacia los nucleos
taldmicos a los que proyecta, entre ellos el ATN. En particular, existen evidencias
demostrando que la administracion de un antagonista selectivo NMDA (APV) en el RT
induce la generacién de oscilaciones delta en algunos circuitos talamo-corticales,
efecto que se bloguea luego de la administraciéon de farmacos antagonistas D, [Zhang
Y 2009]. Los autores mencionan que el efecto requiere de la liberacién de DA de los
axones DAérgicos que inervan al RT, sugiriendo la existencia de una accidn sinérgica
entre la hipofuncion NMDA vy la transmisién DAérgica en la activacién de las neuronas
GABérgicas del RT. De manera interesante, este tipo de oscilaciones lentas aparecen
en forma elevada en pacientes esquizofrénicos y se asocian con la aparicién de
sintomas positivos [Llinds R 1999; Boutros N 2008]. Por lo tanto, estas evidencias
apoyan una posible integracion de las hipdtesis neuroquimicas (en particular
(GLUérgica, DAérgica y GABAérgica) propuestas para explicar la sintomatologia positiva
de la patologia de la esquizofrenia a nivel de los circuitos talamo-corticales.

Cabe resaltar algunas consideraciones a tomar en cuenta para la interpretacion de los
resultados obtenidos. Una posible difusién de muscimol hacia nudcleos taldmicos
vecinos del ATN, tales como los nucleos ventrolateral, ventromedial (VL/VM) vy
mediodorsal (MD) parece improbable, ya que se ha demostrado que la administracién
local de muscimol en el VL/VM induce catalepsia [Klockgether TH 1986]. Dicho efecto
comportamental no fue observado en los experimentos realizados en este trabajo.
Adicionalmente, se considerd que la participacidon del MD en las conductas observadas
luego de la administracion de MK-801 seria de menor relevancia, dado que el MD
envia sus proyecciones mayormente hacia la CPF, regiéon que se ha demostrado no
participa significativamente en la generacién del sindrome comportamental motor de
MK-801 [Scorza MC 2008]. Por ultimo, el volumen de muscimol administrado es
pequeiio, por lo tanto, pareceria correcto considerar que su distribucion se restringié
al ATN. Sin embargo, experimentos de administracion de un colorante intra-ATN,
reproduciendo las condiciones experimentales aplicadas para la administraciéon de
muscimol, confirmarian especificamente el area de difusion del agonista GABAérgico
administrado. Finalmente, los resultados encontrados no descartan una posible
participacién de otras regiones del SNC en la generacion de los efectos motores
inducidos por MK-801.
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En su conjunto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo de
Tesis y las evidencias de la literatura mencionadas, sugerimos que el circuito talamico
gue involucra el RT y su control inhibitorio sobre el ATN debiera ser considerado como
un circuito clave en la induccion del sindrome conductual motor inducido por MK-801.
En el Esquema 8 se propone un posible mecanismo a través del cual MK-801 podria
estar actuando para inducir las alteraciones motoras observadas. Los resultados
obtenidos aportan importante informacion en el estudio de la neurobiologia de base
de los sintomas psicdticos en la esquizofrenia.
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Esquema 8 A-C. El diagrama propone la presencia de 3 pasos implicados en el mecanismo de accién de
MK-801 para inducir el sindrome motor con la participacidon del ATN en dicha induccion.
Funcionamiento del circuito taldmico en condiciones de equilibrio normales de excitacidon-inhibicién (A).
Equilibrio excitatorio-inhibitorio del circuito taldmico puede ser alterado luego de la administracion
sistémica de MK-801. Se propone que la administracidn sistémica de MK-801, bloquea preferentemente
receptores NMDA excitatorios presentes en el RT ejerciendo una desinhibicion del ATN y como
consecuencia, aumentando la salida GLUérgica de las neuronas de proyecciéon del ATN hacia areas
terminales (corteza prefrontal; corteza retrosplenial RSC; areas motoras) (B). La microinyeccion bilateral
en el ATN de muscimol restauraria el equilibrio excitatorio-inhibitorio a una situacion normal (C). Se
muestran también proyecciones GABAérgicas provenientes de nucleos de los ganglios basales (globo
palido, pdlido ventral y la pars reticulata de la sustancia negra) hacia neuronas talamo-corticales.
Diagrama basado en Gonzalo-Ruiz G 1996 y Tomitaka S 2000.
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Non-competitive N-methyl-p-aspartate receptor (NMDA-R) antagonists have been extensively used in
rodents to model psychotic symptoms of schizophrenia. Although the motor syndrome induced by acute
and systemic administration of low doses of dizocilpine (MK-801) has been extensively characterized, its
neurobiological basis is not fully understood. NMDA-R antagonists can disinhibit excitatory inputs in
certain brain areas, but the precise circuitry is not fully known.

We examined the involvement of the anterior thalamic nucleus (ATN) in hyperlocomotion and other
related behaviors (stereotypies, ataxia signs) induced after acute systemic administration of MK-801.
Since GABAergic neurons of the reticular thalamic nucleus (RTN) exert the main inhibitory control on
thalamic projection neurons, we hypothesized that systemically injected MK-801 might block NMDA-R
on RTN GABAergic neurons. This effect would subsequently result in disinhibition of GABAergic inputs
onto ATN projections to cortical motor areas, thereby inducing behavioral effects. We evaluated the
behavioral syndrome induced by the systemic administration MK-801 (0.2 mg/kg) in control rats and in
rats subjected to a bilateral stereotaxic infusion of the GABA4 agonist muscimol (0.2 pl of 2.5 and 5.0 mM;
0.5—1 nmol per application, respectively) into the ATN. As previously reported, MK-801-induced
hyperlocomotion in parallel with disorganized movements (e.g. not guided by normal exploration) slight
ataxia signs and stereotypies. All responses were antagonized by pre-infusion of muscimol but not saline
into the ATN. According to our results we suggest that the ATN plays a role on hyperlocomotion evoked

by MK-801 and could involve a thalamic GABAergic disinhibition mechanism.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The strongest evidence that links schizophrenia to excitatory
neurotransmission is the finding that the non-competitive
N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor (NMDA-R) antagonists
produce psychotic symptoms in healthy individuals and exacerbate
clinical symptoms in schizophrenic patients (Coyle, 1996; Javitt and
Zukin, 1991; Kim et al., 1980; Olney and Farber, 1995). This evidence
suggests the existence of glutamatergic abnormalities in schizo-
phrenia (Lahti et al., 1995, 2001; Malhotra et al., 1997).

In rodents, the systemic administration of the NMDA-R antag-
onists such as phencyclidine (PCP), ketamine or dizocilpine maleate
(MK-801), elicited a behavioral syndrome characterized by hyper-
locomotion, ataxia signs and stereotypies (Andiné et al., 1999;
Bradford et al., 2010; Geyer and Ellenbroek, 2003; Javitt, 2004;
Moghaddam and Jackson, 2003; Scorza et al., 2008). Despite
a large body of literature characterizing the above behavioral

* Corresponding author. Tel.: +598 2487 1616x115; fax: +598 2487 5548.
E-mail address: scorza@iibce.edu.uy (M.C. Scorza).

0028-3908/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neuropharm.2012.01.025

syndrome, the brain networks and involved cellular mechanisms
are not fully understood.

It has been postulated that NMDA-R antagonists may produce
a disruption of the excitatory/inhibitory (E/I) balance via disinhi-
bition of GABAergic inputs to glutamate-containing neurons,
enhancing AMPA-mediated neurotransmission in cortical and
subcortical regions (DeGiorgio et al., 1999; Kehrer et al., 2008;
Krystal et al., 2003; Marek et al., 2010; Moghaddam et al., 1997;
Sharp and Tomitaka, 2001; Tomitaka et al., 2000). The thalamus,
which provides the main subcortical excitatory input to the cortex,
has become an important focus of research in schizophrenia
(Andreasen, 1997; Young et al., 2000). Indeed, MK-801 and PCP
enhanced c-fos expression in various thalamic nuclei that project to
motor and association cortical areas (Kargieman et al., 2007;
Santana et al., 2011; Vdisdnen et al., 2004). Likewise, the connec-
tivity between the anterior thalamus nuclei (ATN) and the retro-
splenial cortex (RSC) is associated with the neuronal injury induced
by MK-801 (Sharp et al., 1991; Tomitaka et al., 2000). The activity of
ATN neurons is tightly controlled by GABAergic neurons of the
reticular thalamic nucleus (RTN) while ATN neurons send gluta-
matergic collateral projections to the GABAergic neurons of the RTN
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental protocol.

(Gonzalo-Ruiz et al., 1996, 1997) to modulate the thalamic-cortical
outputs. Interestingly, it has been proposed that this thalamic-
cortical circuit is involved in psychosis (Tomitaka et al., 2000) in
accordance with evidence that shows thalamic abnormalities in
schizophrenia (Andreasen, 1997; Buchsbaum et al., 1996; Young
et al,, 2000). Here, we investigated the role played by the ATN as
a possible substrate involved in the induction of the behavior
responses by MK-801. The study was based on the working
hypothesis that behavioral actions of MK-801 are caused by
hyperactivity of the ATN, following blockade of NMDA-R in
GABAergic afferents of the RTN to this thalamic nucleus. We
examined the behavioral effects of the systemic administration of
the NMDA-R antagonist MK-801 in control rats and in rats whose
GABA, tone in the ATN was increased by the local stereotaxic
application of the GABAa agonist muscimol in order to normalize
the E/I balance in the ATN.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (250—300 g) obtained from the IIBCE animal facilities
(Montevideo) were used in this study. The animals were housed in groups of 6 in
plastic cages (50 x 37.5 x 21 cm) with food and water available ad libitum under
controlled conditions (temperature 22 + 2 °C, 12-h light—dark cycle, lights on at
7:00 A.M.). All procedures were carried out in accordance to the IIBCE Bioethics
Committee’s requirements (followed the Guiding principles in the care and use of
animals — DHEW Publications, NIH, 80-23) and under the current ethical regula-
tions of the national law on animal experimentation N°18.611. Adequate measures
were taken to minimize discomfort or stress of the animals, and all efforts were
made in order to use the minimal number of animals necessary to produce reliable
scientific data.

2.2. Drugs

(+)-MK-801 [dizocilpine (5R,10S)-(1)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo [a,d]
cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate] was obtained from Sigma RBI. Muscimol
was kindly provided by Dr. Pablo Torterolo (Faculty of Medicine, Uruguay). Ketamine
and xylazine were from Konsol Kéning S.A Laboratory. MK-801 and muscimol were
dissolved in saline. Aliquots were prepared and stored at —20 °C.

2.3. Surgical procedures

The animals were anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of
a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) and mounted in
a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments, USA). Following a scalp incision,
skull landmarks were visualized and coordinates were determined from Paxinos and
Watson (2005) atlas. Two small holes were bilaterally drilled in the skull at the ATN
coordinates (from duramater and bregma in AP: —15 mm, L: +1.0 mm and
DV: —6.0 mm; according to Tomitaka et al., 2000). Thereafter, injection stainless
steel bilateral cannula (28 G, 3280PD style-2.0/SPC, Plastics One, USA) were slowly
inserted into both holes to reach the ATN. Two small stainless steel screws serving as
anchors were cemented to the skull with dental acrylic. After recovering from
anesthesia the rats were returned into their home cages to the animal rooms until
the day of the experiment (typically 4—5 days after cannula implants). During this
period the animals were housed in groups of 3—4 to reduce the risk of injury with
the implanted cannula.

2.4. Treatments

On the day of experiment, animals were first microinjected bilaterally into the
ATN, with either muscimol (2.5 and 5.0 mM) or vehicle (saline). The intra-thalamic
microinjections were performed by connecting the bilateral injection cannula to
plastic tubing and these to an infusion pump (Harvard Apparatus, Instech USA).
Then, the animals were allowed to move freely in the cage while saline or muscimol
were perfused at a flow rate of 0.1 pl/min during 2 min (final volume of 0.2 pl), which
corresponds to a total amount of 0.5-1.0 nmol of muscimol (2.5 and 5.0 mM,
respectively) per injection site. Five min after the muscimol microinjection into
the ATN, rats received an intraperitoneal (i.p.) injection of saline or MK-801
(0.2 mg/kg) and 30 min later, animals were individually placed in the centre of
the Open Field (OF) and allowed to move freely for 15 min. The volume of injection
was set at 1 ml/kg.

2.5. Behavioral experiments

Rats were moved in their home cages to the experimental room, identified and
weighed one day before the behavioral experiments to allow acclimation to the test
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Fig. 2. Localization of the cannula in the anterior thalamic nucleus. Panel A shows
a representation of the position of the bilateral cannula in the anterior thalamic
nucleus (ATN). Diagram was taken from Paxinos and Watson (2005). Panel B shows
a coronal section stained with hematoxilin/eosine showing the level of the bilateral
cannula position in the brain. Bar scale in B: 2 mm.
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Table 1
Behavioral syndrome induced by MK-801 and the effect of the microinjection of muscimol into the ATN.
Treatment Motor pattern behaviors Ataxia signs Stereotypies
Locomotor Disorganization Continuous Movement Hind-limb abduction No. of falls No. Head N° Head
(0-3) movement (0—3) speed (m/sec) (0-3) Shakes Weavings
Sal + Sal 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0 0.04 + 0.003 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 3.1+08 0.0 + 0.0
Sal + MK-801 25402 13+02"" 0.16 + 0.004™"" 0.0 + 0.0 10.2 + 2.5 03 +0.2 27+19
Musc (2.5) + Sal 0.0 £ 0.0 0.0 + 0.0 0.06 + 0.01 0.0 £ 0.0 0.0 + 0.0 5.0+09 0.0 + 0.0
Musc (5.0) + Sal 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0 0.04 + 0.008 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0 3.8+02 0.0 £ 0.0
Musc (2.5) + MK-801 03+ 027" 02 +0.17F 0.04 + 0.01"++ 0.0 + 0.0 1.0 £0.77 25+09 0.0 + 0.0
Musc (5.0) + MK-801 0.5 + 0.4/ 0.0 + 0.0/ 0.05 + 0.01// 0.0+ 0.0 5.2 + 3.4/ 38+17 04+04

Data are expressed as mean + SEM of motor behaviors (locomotor disorganization, continuous movement and movement speed), ataxia signs (hind-limb abduction and number
of falls upon movement) and stereotypies (number of head shakes and head weavings) after the administration of MK-801 (0.2 mg/kg) or saline in rats pre-microinjected into ATN
with saline or muscimol (2.5 and 5.0 mM). One-way ANOVA followed by Newman—Keuls test was applied to compare effect if the treatments between the groups (*) vs. Sal + Sal;
(+) Sal + MK-801 vs. Musc (2.5) + MK-801; (/) Sal + MK-801 vs. Musc (5.0) + MK-801. N = 6—8 animals per group.

environment. The experimental room was under controlled temperature (22 + 2 °C)
and the behavioral testing was conducted using OF paradigm, as previously reported
(Scorza et al., 2008). An OF consisting of a square box (60 cm x 60 cm) with red
40-cm-high acrylic walls was used. Locomotor activity was recorded automatically
during 15 min by a camera connected to a computer equipped with the Ethovision
software 7.0 (Noldus, The Netherlands). Using this video-tracking software we
specifically measured the following variables: horizontal locomotor activity defined
as the total distance moved in meters (m), movement speed (m/sec) and the loco-
motor pattern (tracks) of the animals. Two different periods were distinguished and
computed; a first 5-min period corresponding to the exploratory phase of the
unfamiliar OF and a further 10-min period corresponding to the habituation phase
(Fig. 1). In addition, behavioral signs such as head shakes and head weavings were
measured. Head weavings were defined as lateral side-to-side movements of the
head with no net locomotion (Scorza et al., 2010; Spanos and Yamamoto, 1989). We
also scored the number of ataxia signs, including occasional fallings during

A 60

horizontal displacement or by loss of equilibrium while rearing. Finally, we scored
the intensity of the disorganization of locomotor activity (e.g. movements not
guided by normal exploratory behavior) and the non-stop or continuous movement
using a 0—3 point scale (0 = absent, 1 = unclear-slight, 2 = clearly present,
3 = intense) (Scorza et al., 2008, 2010; Tricklebank et al., 1984).

After recording the activity of the animal, the box was cleaned with alcohol 30%
before placing the next rat. Animals were not habituated to the OF before drug
administration and were used only once. Experiments were performed between
9 AM and 3 PM.

2.6. Histology

The rats were deeply anaesthetized with urethane (1.2 g/kg, i.p.), and after the
head implant was removed they were perfused transcardially with heparinized
saline solution followed by buffered 4% PFA to verify the microinjection site.
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Fig. 3. Locomotor activity induced by systemic administration of MK-801 (0.2 mg/kg) or saline in animals previously microinjected with muscimol (2.5 mM and 5.0 mM) into the
anterior thalamus nucleus registered during 0—15 min (A). Effect of the treatments on total distance moved (B). All data are expressed as mean + SEM. One-way ANOVA followed by
Newman Keuls test. * = denotes statistical differences vs. control group; * = denotes statistical differences between muscimol (2.5 mM) + MK-801 vs. Sal + MK-801; / = denotes
statistical difference between muscimol (5 mM) + MK-801 vs. Sal + MK-801. ***P < 0.001. There was no difference between muscimol 2.5 mM and 5.0 mM vs. control group.
N = 6-8. Sal: Saline; musc: muscimol.
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The brains were dissected out and post-fixed by immersion in 4% PFA for 24 h.
Thereafter, the brains were washed and cryoprotected in 15% sucrose in PBS for 48 h,
followed by immersion in 30% sucrose for additional 48 h, and then frozen at —70°C.
Twenty four hours later, brains were sectioned coronally at 25 pm using a cryostat
(Leica Microsystem CM 1900, USA) and sections were mounted onto gelatin-coated
slides and stained using the hematoxilin/eosine method. Both cannula placement
and microinjection sites were assessed following the Paxinos and Watson (2005)
atlas. Images were captured using a digital camera (Nikon Coolpix E995, USA)
attached to a stereoscopic microscope (Nikon Inc. SMZ800, USA) equipped with
a plan 1x lens. Animals with microinjections outside the ATN were not included in
the calculations.

2.7. Data analysis

Data are shown as Mean =+ Standard Error of the Mean (SEM) and were analyzed
by One-way (treatment) or Two-way (time and treatment) analysis of variance
(ANOVA) of independent or repeated measures followed by post-hoc
Newman—Keuls multiple comparison test. Statistical significance was set at P < 0.05.

3. Results

Fig. 2A—B shows a schematic diagram of the bilateral cannula
localization within the ATN (Fig. 2A) and a representative photo-
micrograph of a coronal brain section of animals microinjected
with saline or muscimol at the level of the ATN (Fig. 2B).

3.1. Characterization of behavioral syndrome induced by MK-801

Table 1 summarizes the behavioral responses of animals injec-
ted with saline or MK-801 (0.2 mg/kg) during the 15-min recording
period. As expected, animals injected with MK-801 showed
a distinctive motor pattern including locomotor disorganization,
continuous movements and high movement speed as well as ataxia
signs. Significant differences were observed among MK-801-
treated and control animals in almost all recorded variables,
except in the number of head shakes and head weavings.

3.2. Intra-ATN application of muscimol blocked MK-801-induced
behavioral syndrome

Fig. 3A—B shows activity changes along the 15 min observation
period for all treatment groups. As expected, MK-801-induced
a strong locomotor hyperactivity, as shown by an increase in the
distance moved, that persisted for the 15-min observation period.
This effect was prevented by the application of muscimol (0.5 and
1 nmol) into the ATN. Interestingly, hyperlocomotion decreased
with time in all groups (except rats treated with MK-801 alone),
likely due to the habituation process. However, MK-801-treated
animals showed a similar activity during the exploratory
(0—5 min) and habituation phases (5—15 min). Two-way ANOVA
revealed a significant effect for time (F105 = 12.05; P < 0.0001)
and treatment (Fsips = 83.92; P < 0.0001) but not of the
time x treatment interaction (Fip105 = 0.96; P > 0.05). Post-hoc
analysis revealed significant differences between Sal + MK-801
vs. Sal + Sal (P < 0.0001) in the total period of time registered
(0—15 min; Fig. 3B). The hyperactivity induced by MK-801 was
significantly blocked by the microinjection of muscimol (0.5 and
1 nmol) into the ATN (P < 0.0001; Fig. 3B) while no differences
were observed between the two concentrations of muscimol.
Interestingly, neither concentration of muscimol given alone
affected basal motor activity. Likewise, muscimol application into
the ATN also prevented the induction of almost all other related
behaviors induced by the systemic administration of MK-801.
Hence, one-way ANOVA followed by post-hoc test demonstrated
that muscimol 0.5 and 1 nmol significantly antagonized all the
behaviors related with the motor pattern (e.g. locomotor disorga-
nization, continuous movement and movement speed) in addition

to the number of falls observed after the systemic administration of
MK-801 (Table 1).

3.3. Movement pattern

Fig. 4a—f shows representative tracks of the rats’ movement
patterns evoked by saline and MK-801 as well as the effect of
muscimol and saline microinjection into the ATN. Tracks of control
animals (saline plus saline) displayed a typical pattern of move-
ment with high motor activity close to the OF walls and quite less
activity in the central part of the OF (Fig. 4a). In contrast, animals
injected with MK-801 plus saline intra-ATN showed a clearly
distinctive motor pattern with very high levels of motor activity,
including central areas of the OF (Fig. 4b). This behavior was
markedly counteracted by the local application of muscimol 2.5 and
5 mM into the ATN (compare panels b—d and f in Fig. 4) reaching
the control level (compare panels a—d and f in Fig. 4). As observed
with the overall motor activity, any concentration of muscimol
altered significantly the basal motor pattern (Fig. 4c and e). Results
in Table 1 provide additional information about the behavioral
performance of the animals under different treatments.

a Sal + Sal b Sal + MK-801

-801

Fig. 4. Pattern of movement induced by Saline, MK-801, muscimol (2.5 mM and 5.0 mM)
plus Saline and muscimol (2.5 mM and 5.0 mM) plus MK-801. Red traces represent the
animal locomotion under each treatment (a—f) recorded during 15 min. Numerical data
corresponding to each trace are shown in Table 1. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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4. Discussion

The present study indicated bilateral microinjection of musci-
mol into the ATN fully prevented the induction of the hyperactivity
syndrome induced by the systemic administration of MK-801.
These results enabled us to identify ATN as a substrate involved
in the induction of the motor behavioral effects elicited by MK-801,
showing also that these could be due to a disruption of the E/I
balance in the ATN. Since muscimol prevented MK-801-induced
hyperlocomotion, it is possible this effect was mediated by an
increase of excitatory non-NMDA (possibly AMPA-mediated)
transmission in thalamocortical motor circuits. The injected doses
of muscimol were very low (0.5 and 1 nmol) and similarly abolished
the MK-801 effect, suggesting a threshold effect. These observa-
tions are in accordance with previous reports which indicated that
a disruption in the E/I balance of subcortical regions underlie the
NMDA-hypofunction model (Farber et al., 2003; Kehrer et al., 2008;
Li et al.,, 2002; Santana et al., 2011; Sharp et al., 1991; Sharp and
Tomitaka, 2001; Tomitaka et al., 2000). Moreover, data obtained
in our laboratory proved that the motor hyperactivity induced by
MK-801 is not completely prevented by severe lesions of the
prefrontal cortex (Scorza et al., 2008). In agreement with the
present observations, two recent reports support the concept that
thalamocortical projections play a key role in the actions of NMDA-
R antagonists (Kiss et al., 2011; Santana et al., 2011).

The reticular thalamic nucleus (RTN) provides the majority of
inhibitory GABAergic input to thalamocortical neurons, including
those from ATN (Gonzalo-Ruiz et al., 1996, 1997; Pinault, 2004; Wang
et al., 1999). Our results indicated muscimol restored loss of GABAp
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input onto ATN produced by MK-801, possibly due to a NMDA-R
blockade in RTN or basal ganglia GABAergic neurons projecting to
principal thalamic neurons. Thus, MK-801 would actually disinhibit
ATN neurons, evoking hyperlocomotion whereas muscimol would
normalize GABAergic function in the ATN avoiding the disinhibitory
action of MK-801. Indeed, muscimol microinjected into ATN likely
activated GABAa receptors highly expressed by projection ATN
neurons (Bentivoglio et al., 1993; Huntsman et al., 1996; Palacios
et al,, 1981), resulting in a restoration of the increased E/I ratio
evoked by systemic MK-801 (see diagram in Fig. 5). A preferential
action of NMDA-R antagonists on RTN neurons is supported by the
differential expression of the immediate early gene c-fos in the RTN
compared with the rest of the thalamic nuclei after systemic MK-801
and phencyclidine administration (Santana et al., 2011; Vdisianen
et al.,, 2004). Moreover, a differential response of the RTN GABAer-
gic neurons to NMDA-R antagonists should be taken into account.
Although it has been demonstrated only in the case of a competitive
NMDA-R antagonist (APV), Zhang et al. (2009) demonstrated that
RTN GABAergic neurons showed unusual basal electrophysiological
properties that made them more sensitive than others (e.g. cortex
and hippocampus) to NMDA-R antagonists. This characteristic was
attributed to the expression of a form of NMDA-R, NR2C, which may
contribute to the electrophysiological behavior of the RTN GABAergic
neurons (Zhang et al., 2009). However, the effect of non-competitive
NMDA-R antagonists has not been assessed yet.

Although our results suggest that the RTN GABAergic neurons
have a major role in the induction of the motor behavioral effects
elicited by MK-801, the presence of ATN intrinsic GABAergic inter-
neurons or other GABAergic inputs that reach the ATN from the

RSC Cortical and
l:> subcortical areas
GlUT

W NMDA receptors

W GABA, receptors

0O AMPA/KA receptors

i GABA, agonism by
Muscimol

Restaured excitatory-inhibitory
balance by Muscimol

Fig. 5. Diagrams proposing three steps involved in the mechanism of action of the MK-801 to induce the motor behavioral syndrome and the involvement of the ATN in it. Panel A
shows the thalamic circuit functioning under normal excitatory-inhibitory balance. Panel B shows how excitatory-inhibitory balance could be altered after the systemic admin-
istration of MK-801, e.g. following blockade of all NMDA receptors by systemic MK-801, GABAergic neurons of the reticular thalamic (RT) nucleus are also blockade and consequently
the anterior thalamic projection neurons are releasing from a GABA inhibition (disinhibition) intensifying the thalamic output to terminal areas (prefrontal cortex; retrosplenial
cortex RSC; motor areas). Panel C shows how bilateral microinjection of muscimol into ATN could restore the excitatory-inhibitory balance to a normal situation. GABAergic
projections from Basal Ganglia nuclei (globus pallidus, ventral pallidum and pars reticulata of the substantia nigra) are shown to project to thalamocortical neurons. Diagram based

on Gonzalo-Ruiz et al.,, 1996 and Tomitaka et al., 2000.
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basal forebrain and/or the brain stem areas cannot be completely
discarded. However, it is usually assumed that thalamic GABAergic
interneurons in rats are relatively sparse (Paxinos, 2004; Price,
1995). Moreover, although the ATN in rats appears to have few, if
any, intrinsic interneurons, their status as interneurons or projec-
tion neurons is not well established (Gonzalo-Ruiz et al., 1996;
Wang et al,, 1999). Serotonergic and cholinergic fibers are also
projecting to the ATN (Price, 1995), although these afferents do not
support the presence of GABAergic projections arising to the ATN
different from those provided by RTN. In spite of the previous
considerations, participation of a subpopulation of GABAegic tha-
lamocortical projections provided by basal ganglia structures (via
internal segment of globus pallidus, ventral pallidum and pars
reticulata of the substantia nigra) should not be underestimated
(Price, 1995). So, future studies should be performed to clarify the
patterns of axonal branching and termination and transmitter
phenotypes on ATN projection neurons.

Non specific effects induced by cannula implantation and
muscimol perfusion into ATN should be considered. However, the
present data support the view that the functional integrity of
motor pathways responsible for MK-801 action was not affected
by the cannula implantation since all rats treated with MK-801
only displayed a behavioral syndrome qualitatively and quanti-
tatively similar to that previously observed using the present
experimental conditions in non-operated rats after MK-801
administration (Scorza et al.,, 2008, 2010). On the other hand,
a potential diffusion of muscimol to neighboring thalamic nuclei,
such as the ventrolateral/ventromedial (VL/VM) and medio-
dorsal (MD) nuclei does not seem to explain the observed
behavioral response. The volume of the muscimol solution was
very low (0.2 pl), suggesting a restricted tissue distribution.
Moreover, the local injection of muscimol into VL/VM evokes
catalepsy (Klockgether et al., 1986), which has not been observed
in the rats used in the present study. In addition, MD thalamic
nucleus does not appear to play a significant role in the hyper-
activity induced by MK-801 (De Leonibus et al., 2001). MD
nucleus has dense and reciprocal projections that reach the
prefrontal cortex but not the motor cortex (Fuster, 1997; Uylings
et al.,, 2003) making it unlikely to mediate MK-801-induced
hyperlocomotion. In support of this view, selective lesions of
the prefrontal cortex did not abolish the hyperlocomotion
induced by MK-801 (Scorza et al., 2008).

The ATN projects densely to the medial prefrontal cortex and
anterior and posterior cingulate cortices. In turn, the RSC (defined
in rats as posterior cingulate cortex), has reciprocal connections
with the ATN (Gonzalo-Ruiz et al., 1997). The RSC also projects to
different parts of the anterior cingulate, motor and prefrontal
cortices contributing to several motor functions via numerous
projections to subcortical motor systems (Gabriel et al., 1989;
Shibata et al., 2004; Tomitaka et al., 2000). Hence, the connec-
tivity between the ATN and other cortical areas, as well as with the
hippocampus, could explain — at least in part — the behavioral signs
evoked by MK-801.

The present data could also provide significant insights about
the neural basis involved in epilepsy, because many disturbances
that characterize this pathology, specially those related with tha-
lamocortical circuits, are shared with the neural basis underling
positive symptoms (psychosis) of schizophrenia (Cascella et al.,
2009; Koerner et al., 1996; Sharp and Hendren, 2007).

In summary, the present results show that MK-801-induced
hyperlocomotion is blocked by an increased GABAa-mediated inhi-
bition in the ATN, indicating a crucial role of this nucleus in the
actions of NMDA-R antagonists. Our results support to recent
observations of a role for thalamic projections to the prefrontal cortex
in the actions of MK-801 (Kiss et al., 2011) and phencyclidine (Santana

et al, 2011) and underline the involvement of the thalamus in
schizophrenia.
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VII. RESULTADOS II

2. Estudio del efecto de Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-
801 en el modelo da memoria Latencia de Transferencia.

2.1 Caracterizacion de las alteraciones conductuales inducidas por la administracion
sistémica de MK-801 en el modelo Latencia de transferencia.

En primer lugar, se evalud el efecto de MK-801 sobre la funcién cognitiva utilizando el
modelo de Latencia de Transferencia o LT (ver Esquema 5 en Materiales y Métodos).
Teniendo en cuenta que la administracién sistémica i.p. del antagonista NMDA puede
inducir en los animales un aumento en la actividad motora y comprometer su correcta
performance en la tarea cognitiva, se selecciond una dosis menor del antagonista
NMDA a la utilizada en el primer objetivo del trabajo. En base a la literatura vy
antecedentes de nuestro laboratorio [Scorza MC 2008; Meikle MN, trabajo de tesina
de grado, 2008) fue elegida la dosis de 0.1 mg/kg de MK-801. En la Figura 16 A se
muestra el efecto de la administracién sistémica de MK-801 0.1 mg/kg evaluado en el
modelo de LT. En primer lugar se observé que no hubo diferencia significativa en la LT1
entre los animales control y tratados. En el segundo y tercer dia, los animales del grupo
control disminuyeron significativamente los valores de LT2 y 3 respecto al primer dia
(p< 0.01 y p< 0.001 respectivamente), efecto indicativo de un aprendizaje exitoso de la
tarea. Los animales tratados con MK-801 disminuyeron su valor de LT2 con respecto a
la LT1 (p< 0.05) sin mostrar diferencia significativa comparada con el grupo control en
su valor de LT2 (indicativo de que no hubo un efecto amnésico). En el dia 3 si bien se
mantiene una tendencia a una LT3 superior que el valor control, no alcanza
significancia estadistica.
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Figura 16 A-B. Efecto de MK-801 0.1 mg/kg sobre la Latencia de Transferencia (A) y la actividad
locomotora (mts, Ethovision) en 5 minutos (B). Los datos se expresan como la media = EEM de animales
inyectados con MK-801 o salino (control). ANOVA de dos vias seguido del Test de Newman-Keuls entre
los tres dias consecutivos para ambos tratamientos. No hubo diferencias significativas entre el grupo
control y el tratado para cada dia de LT. * = vs control; += vs LT 1 control; /= vs LT 1 MK-801; *, /= p<
0.05. ++, //= p< 0.01. +++ = p< 0.001. N= 7-9.
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A su vez, se observé que MK-801 a la dosis ensayada e inmediatamente después de ser
inyectado indujo un aumento significativo en la actividad locomotora (evaluada como
distancia recorrida en el CA) de los animales (p< 0.05; Fig. 16 ver recuadro). Si bien en
este estudio, persistid la hiperactividad como efecto principal del farmaco, no se
observaron conductas de ataxia y estereotipias, las cuales fueron observadas luego de
la inyeccién de una dosis mayor del antagonista NMDA (datos no mostrados). La
hiperactividad inducida por MK-801 0.1 mg/kg provocd un 40 % de caidas en los
animales desde el brazo abierto del modelo laberinto en cruz elevado con respecto a
los controles. Es posible que la falta de efecto amnésico de la droga en la LT2 con
respecto al control se deba a una interferencia de la alteracién motora sobre el
aprendizaje de la tarea. Fue por esta razén que se selecciond una dosis menor de MK-
801 para estudiar su efecto sobre la funcién cognitiva.

En la Figura 17A se observa el efecto de MK-801 0.05 mg/kg evaluado en el modelo de
LT. El primer dia de evaluacion no se observé una diferencia significativa en la LT1
entre los animales control y tratados. Los animales controles nuevamente presentan
una disminucion significativa del pardametro de LT en funcién del tiempo, indicativo de
una funcidn cognitiva normal en los animales.
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Figura 17 A-B. Efecto de MK-801 (0.05 mg/kg) sobre la funcidn cognitiva a través de la evaluacion de LT
registrada a las 0 (LT 1), 24 (LT 2) y 48 hs (LT 3) (A) y sobre la actividad locomotora durante 5 min (B)
luego de 30 min de la administracion de MK-801. Los datos se expresan como la media + EEM de
animales inyectados con MK-801 o salino (control). ANOVA de dos vias seguido del Test de Newman-
Keuls entre los tres dias consecutivos para ambos tratamientos. * = vs control; a, b = vs LT1 control; c =
vs LT2 MK-801. *** = p< 0.001. a, b = p< 0.001. c = p< 0.01. N=6-12.

Por el contrario, la administracién de MK-801 a esta dosis indujo un aumento
significativo (p < 0.001) de LT2 respecto a la alcanzada por el grupo control, dejando en
evidencia un efecto amnésico de la droga. Dicho efecto desaparecid en el dia 3 del
ensayo en el cual se recuperaron los valores de latencia basal. A su vez, la dosis
seleccionada no alterd significativamente la actividad locomotora de los animales (Fig.
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17 B) y disminuyé a un 20 % el porcentaje de caidas de los animales. El patron motor
fue cualitativamente similar al de los animales controles. A partir de éstos resultados
obtenidos, la dosis de 0.05 mg/kg de MK-801 fue seleccionada para realizar los
experimentos de los objetivos especificos 2 y 3.

Con el fin de confirmar que el valor aumentado de LT2 reflejara especificamente una
alteracion en la funcién cognitiva de los animales y no una disminucién en la ansiedad
(efecto que se veria reflejado también en un aumento de la LT2), se evalud el efecto de
MK-801 (0.05 mg/kg) sobre la ansiedad de los animales a las 24 hrs (tiempo de LT2)
después de la administracién de la droga. La Figura 18 A-C muestra el efecto de MK-
801 (0.05 mg/kg) sobre la ansiedad experimental 24 horas después de su
administracion evaluada en el Laberinto en cruz elevado.
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Figura 18 A-C. Evaluacién de la administracion sistémica de MK-801 (0.05 mg/kg) sobre diferentes
parametros que reflejan la ansiedad de los animales durante 5 min 24 horas después de la
administracién de la droga. A: porcentaje de entradas y tiempo en los brazos abiertos (BA); B:
porcentaje de entradas y tiempo en los brazos cerrados (BC); C: nimero de risk assessements y head
dippings. Los datos se expresan como la media = EEM de animales inyectados con MK-801 (0.05 mg/kg)
o salino (control). Test t-Student. N= 4-7.

No se observan diferencias significativas en el porcentaje de entradas y tiempo de
permanencia sobre los brazos abiertos (% BA) o los brazos cerrados (% BC) ni en el
numero de risk assessment y head dippings entre el grupo control y el tratado con MK-
801. Cabe mencionar que la actividad motora evaluada a las 24 hs. luego de la
inyeccion no fue modificada (17.9 + 2.7 control vs 17.2 + 3.4 MK-801). En su conjunto,
estos resultados demostraron que luego de 24 horas de la administracion de MK-801
(0.05 mg/kg) no fue identificado un efecto en la ansiedad de los animales tratados,
confirmando que el aumento en la LT2 se debe a un efecto amnésico inducido por la
droga.
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2.2. Determinacion del bloqueo por Clozapina de las alteraciones cognitivas
inducidas por MK-801 en el modelo Latencia de Transferencia.

En esta serie de experimentos se evalud el efecto de Clz sobre el efecto amnésico
inducido por MK-801. Para llevar a cabo dicho objetivo se realizdé una nueva serie de
experimentos en los que se co-administraron Clz (1 mg/kg) y MK-801 (0.05 mg/kg) (ver
Esquema 6 en Materiales y Métodos) y posteriormente se evalud la Latencia de
Transferencia durante tres dias consecutivos. En primer lugar, se observé que no hubo
diferencias significativas en la LT1 entre los animales control y tratados con las
diferentes drogas. En segundo lugar, nuevamente los animales controles presentaron
una disminucién significativa del parametro de LT en funcién del tiempo (p < 0.001),
indicativo de una funciéon cognitiva normal en este grupo. En tercer lugar, la
administracion de MK-801 nuevamente mostré un aumento significativo de LT2
respecto al grupo control (p< 0.05), resultado indicativo del efecto amnésico inducido
por el bloqgueo NMDA.
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Figura 19. Efecto de Clz (1.0 mg/kg) sobre la alteracion cognitiva inducida por MK-801 (0.05 mg/kg). Los
datos se expresan como la media £ EEM. ANOVA de dos vias seguido del Test de Newman-Keuls entre
los tres dias consecutivos para todos los tratamientos. * = vs LT2 control; * = vs LT2 MK-801; a, b = vs LT1
control; c = vs LT2 MK-801.*, + = p< 0.05. a,b = p< 0.001. c = p< 0.01. N= 6-12.

En cuarto lugar, se pudo observar que el tratamiento con Clz previno el aumento en la
LT2 en los animales inyectados con MK-801 (p< 0.05), sin modificar la actividad basal
de los animales (Fig. 19). Al tercer dia todos los grupos experimentales mostraron LT3
similares, alcanzando el valor del grupo control. Estos resultados demuestran que Clz
fue capaz de bloquear el efecto amnésico inducido por MK-801.

Paralelamente, la dosis de Clz utilizada no alteré la actividad motora basal de los
animales, mientras que tampoco la afecté cuando fue co-administrada con MK-801
alcanzando en ambos casos valores medios similares al grupo control (Tabla 6).
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Tabla 6. Efecto de Clz sobre la actividad motora total inducida por MK-801

Variable Tratamiento
Actividad Motora control MK-801 Clz+salino Clz + MK-801
(m) 18.28+1.6 20.3+3.9 14.8+1.3 16.2+1.6

Tabla 6. Actividad motora durante 5 minutos de los distintos grupos experimentales. Los datos se
expresan como la media + EEM. ANOVA de una via seguido del Test de Newman-Keuls. N=6-12.

2.3 Estudio del papel del subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT;x en la accion de
Clozapina sobre las alteraciones cognitivas inducidas por MK-801.

Enfocados en el estudio de la participacion de los receptores serotoninérgico del tipo
1A en el mecanismo de accion de Clz, se evalu6 el efecto de la co-administracion de Clz
(1 mg/kg) y MK-801 (0.05 mg/kg) sobre la funcién cognitiva evaluada en el modelo de
LT luego del bloqueo del receptor 5-HT,, a través del uso de un antagonista selectivo
(WAY-100635; ver Esquema 7 en Materiales y Métodos).

En primer lugar se evalud el efecto de la administracion sistémica de WAY-100635
sobre la funcién cognitiva evaluada en el modelo de LT, a una dosis seleccionada segun
la literatura (1 mg/kg; Fig. 20 A). Se observé que el grupo control y tratado con WAY no
presentaron diferencias significativas en el parametro LT1. Nuevamente el grupo
control disminuyd significativamente LT2 y LT3 (p< 0.001) reflejando una funcién
cognitiva normal.
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Figura 20 A-B. Efecto de WAY-100635 (1.0 y 0.3 mg/kg) sobre la funcién cognitiva evaluada en el modelo
LT respecto al control (vehiculo). Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de dos vias
seguido del Test de Newman-Keuls entre los tres dias consecutivos para todos los tratamientos. *= vs
LT2 control; a, b = vs LT1 control; ¢, d = vs LT1 WAY (1); e, f= vs LT1 WAY (0.3). * = p< 0.05. a,b = p<
0.001. c = p< 0.05.d = p< 0.001. e, f = p< 0.05. N= 5-8.

De manera contraria, los animales tratados con WAY-100635 (1 mg/kg) si bien
mostraron una LT2 significativamente menor respecto a su LT1 (p< 0.05), la misma fue
estadisticamente diferente a la LT2 del grupo control (p< 0.05) dejando en evidencia
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que generd un efecto amnésico per se (Fig. 20 A). Al tercer dia la LT3 fue similar al
control. Estos resultados llevaron a ensayar una menor dosis de WAY-100635; se
selecciond una dosis de 0.3 mg/kg y se registraron las latencias por 3 dias seguidos. No
se observaron diferencias significativas respecto al grupo control (Fig. 20 B)
desapareciendo el efecto amnésico observado anteriormente. Ninguna dosis de WAY-
100635 alterod la actividad motora de los animales al dia de su administracion (18.28 +
1.6 control, 15.0 + 0.8 WAY 1.0 y 22.0 + 1.4 WAY 0.3). Basados en los resultados se
selecciond la dosis 0.3 mg/kg para utilizarse en el siguiente experimento.

A continuacién se procedid a evaluar el rol de los receptores 5-HTio en el blogueo
ejercido por Clz sobre el efecto amnésico inducido por MK-801. Para ello se evalud la
latencia de transferencia utilizando animales tratados con WAY-100635 (0.3 mg/kg),
Clz (1 mg/kg) y MK-801 (0.05 mg/kg). Los resultados se presentan en la Figura 21.
Nuevamente, los distintos grupos experimentales no presentaron diferencias
significativas en LT1. A su vez, los animales controles disminuyeron significativamente
LT2 y LT3 respecto al primer dia de ensayo indicando que la funcidén cognitiva no fue
alterada (p< 0.001). El grupo experimental tratado con MK-801 demostrd una vez mas
un efecto amnésico reflejado en el valor de LT2 significativamente mayor a la LT2 del
grupo control (p< 0.001) a su vez que fue similar a su propia LT1. Finalmente, se
observd que el tratamiento con WAY-100635, Clz y MK-801 (WAY + Clz + MK-801)
induce un valor de LT2 significativamente mayor al valor de LT2 del grupo control (p<
0.01) siendo similar a la de los animales con MK-801.
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Figura 21. Efecto de WAY-100635 (0.3 mg/kg) sobre el bloqueo de Clz (1.0 mg/kg) de la alteracién
cognitiva inducida por MK-801 (0.05 mg/kg). Los datos se expresan como la media £ EEM. ANOVA de
dos vias seguido del Test de Newman-Keuls entre los tres dias consecutivos para todos los tratamientos.
* = vs control LT2, ** = p< 0.01; *** = p< 0.001; + = vs MK-801 LT2, p< 0.05; a, b = vs contol LT1, p<
0.001; ¢ = vs MK-801 LT2, p< 0.01; d = vs WAY+Clz+MK-801 LT2; p< 0.05. N= 5-10.

52



En la Tabla 7 se muestra que el grupo experimental WAY + Clz + MK-801 posee un
valor de LT2 significativamente mayor (p< 0.05) comparada con la del grupo
experimental Clz + MK-801 y similar al tratado Unicamente con MK-801.

Tabla 7. Efecto de WAY y Clz sobre el efecto amnésico inducido por MK-801

Variable Tratamiento
control MK-801 Clz + MK-801 WAY + Clz + MK-801
LT 2 * %k %k ++ * k% #
9.8+1.3 293+35 16.4+3.1 30.1+3.9

Tabla 7. Efecto de WAY-100635 (0.3 mg/kg) sobre el bloqueo de Clz (1.0 mg/kg) del aumento de la
latencia de transferencia 24 hrs después del tratamiento (LT2) inducida por MK-801 (0.05 mg/kg). Los
datos se expresan como la media £ EEM. ANOVA de una via seguido del Test de Newman-Keuls. *** = vs
control, p< 0.001; ++ = vs MK-801, p< 0.01; # = vs Clz + MK-801, p< 0.05. N= 5-10.

Estos resultados indican que en presencia de WAY-100635 Clz no fue capaz de prevenir
el efecto amnésico inducido por MK-801. La co-administracién de WAY, Clz y MK-801
no alteré la actividad motora comparada con el grupo control (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto sobre la actividad motora de los distintos tratamientos

Variable Tratamiento
. control MK-801 Clz + MK-801 WAY + Clz + MK-801
Actividad
Motora(m)| 18.28+1.6 20.3+3.9 16.2+16 17.9+46

Tabla 8. Actividad locomotora durante 5 minutos de los distintos grupos experimentales a los 30 min del
tratamiento. Los datos se expresan como la media £ EEM. ANOVA de una via seguido del Test de
Newman-Keuls. No se encontraron diferencias significativas. N= 5-10.
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2.4. Discusion de resultados Il

La segunda parte del presente trabajo de Tesis se centré en estudiar el mecanismo de
accién del antipsicotico atipico Clozapina sobre una alteracién conductual evaluada en
el modelo Latencia de Transferencia, inducida por el antagonismo NMDA, asociada a
algunos aspectos de los trastornos cognitivos que se observan en la esquizofrenia. En
particular se evalué el papel de los receptores 5-HT1, en los efectos del antipsicdtico.

En esta serie de experimentos se evalud en primer lugar la dosis de 0.1 mg/kg de MK-
801, la cual no demostré el efecto amnésico esperado. Este resultado contrasté con
datos previos del laboratorio demostrando un efecto amnésico inducido por MK-801 a
esta dosis [Meikle MN 2008]. Como hemos mencionado anteriormente, es posible que
el aumento en la actividad locomotora haya interferido con la performance de los
animales, poniendo en duda el resultado comportamental obtenido. Considerando la
necesidad de encontrar un claro efecto amnésico para proceder con los experimentos
subsecuentes, se procedio a evaluar una dosis menor de MK-801.

La observacion de un aumento en LT2 inducido por la administracion sistémica de MK-
801 (0.05 mg/kg) en comparacién con el control, demostré que el antagonismo NMDA
provocd una alteracién en la capacidad de los animales para realizar la tarea
sugiriendo la presencia de un déficit en las habilidades de aprendizaje y un deterioro
en la funcidn cognitiva de los animales. Estos resultados coinciden con otros reportes
en los que se describié una alteracion en distintos dominios cognitivos inducidos por
MK-801 evaluadas tanto en el modelo de LT como en otros modelos conductuales
[Benvenga MJ 1988; Itoh J 1991; Hlindk Z 1998; 2002; Celikyurt | 2010]. En
concordancia con estas evidencias, es sabido que los receptores NMDA participan en
procesos involucrados en la formacion de memorias dependientes del hipocampo a
través de fendmenos de potenciaciéon a largo plazo [Bliss TV 1993], procesos que
podrian verse alterados luego de la administracion de MK-801 e inducir las
alteraciones cognitivas observadas. Por otro lado, el hecho de que la dosis de MK-801
seleccionada (0.05) para estos estudios no indujera hiperactividad u otras alteraciones
motoras y que, tanto el grupo control como el tratado, realizaran la tarea propuesta de
manera similar en el primer dia del test (sesidon de adquisicién de la tarea), demuestra
gue el aumento de LT2 observado en el grupo con MK-801, no debid estar influido por
un impedimento motor en el dia de adquisicion. Cabe mencionar que las caidas del
laberinto en cruz elevado registradas en los animales en el dia 1 del test, fueron
consideradas como eventos ocasionales, no relacionadas a la induccion de los signos
de ataxia (caidas torpes) observadas en el Open Field. A su vez, se descartdé la
influencia de un aumento en la actividad motora y/o un posible efecto ansiolitico
inducido por MK-801 24 hrs después de su administracion (ambas respuestas podrian
generar un aumento en la LT2), resultado que apoya fuertemente la aparicion del
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efecto amnésico inducido por el antagonista NMDA. Por ultimo, no parece haber un
efecto residual del farmaco ya que al tercer dia de ensayo la LT de MK-801 no fue
significativamente diferente respecto al grupo control. En su conjunto, estos
resultados fortalecen el uso del modelo LT como un paradigma conductual sencillo y
viable para la evaluacion de alteraciones en el aprendizaje y la memoria.

La co-administracion del AAT Clz bloqued el efecto amnésico inducido por MK-801
restableciendo la capacidad de los animales de aprender la tarea realizada en el dia 1
del test. Estos resultados van en el mismo sentido que datos previos de la literatura los
cuales describen un efecto positivo de Clz frente a alteraciones cognitivas inducidas
por el bloqgueo NMDA utilizando otros modelos conductuales tales como el Water
Maze y Novel Object Recognition [Ichikawa J 2001; Leucht S 2009b] confirmando la
ventaja terapéutica en el uso de este antipsicético en el tratamiento de los trastornos
cognitivos de la esquizofrenia.

El antagonismo selectivo de los receptores 5-HT15, a través del uso de WAY-100635,
impidié la habilidad de Clz de bloquear el aumento de LT2 inducido por MK-801,
indicando que el AAT requiere de la activacidn de los receptores 5-HT14 para ejercer su
efecto. A su vez, la dosis de WAY-100635 (0.3) seleccionada en estos experimentos
permitido descartar un efecto amnésico per se de la droga demostrando un efecto
especifico de Clz a través de los receptores 5-HT;. La capacidad de Clz para mejorar las
alteraciones cognitivas inducidas por la administraciéon de antagonistas NMDA ha sido
descrita en la literatura, sin embargo, no estaba del todo claro a través de qué
receptores ejerce sus efectos. En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo
apoyan la hipdtesis que propone que los receptores 5-HT15 son un sitio de accién clave
en el mecanismo de accién de Clz [Meltzer HY 2008].

Si bien algunas evidencias demuestran que las alteraciones cognitivas pueden ser
atenuadas a través del agonismo 5-HT1,, existen otras evidencias que reportan que el
antagonismo 5-HT;x, media los efectos positivos sobre las alteraciones cognitivas
[Boast C 1999]. Esta contradiccion sugiere que los receptores 5-HT,5 podrian estar
actuando de manera distinta sobre distintos dominios cognitivos dejando en evidencia
la posibilidad de que distintos mecanismos mediados por un agonismo o un
antagonismo de los receptores 5-HT;n participen en la mejora de las funciones
cognitivas en diferentes pacientes esquizofrénicos [Madjid N 2006; Meltzer HY 2011].

Si bien el presente trabajo no profundiza en los mecanismos que subyacen a la accion
positiva de la Clz, la propiedad de ser un agonista parcial de los receptores 5-HTia
sugiere la posibilidad de que la administracion de MK-801 genere un aumento
indirecto sobre la transmisién 5-HTérgica que este en la base del efecto amnésico. A
través de una accién antagonista (o agonismo parcial) Clz re-estableceria esa
alteracion. En apoyo a esta hipdtesis, existen evidencias que muestran que PCP,
Ketamina y MK-801 aumentan la transmisién 5-HTérgica en la CPFmedial, la que es
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bloqueada por la administracién de Clz y no de Haloperidol [Amargos-Bosch M 2006;
Lopez Gil X 2007]. Los autores proponen que tal respuesta podria estar relacionada con
la eficacia superior de la AAT respecto de los AT en la mejoria de los trastornos
cognitivos de la esquizofrenia. Quedaria por demostrar si tal efecto neuroquimico
sucede en la regién del Hipocampo, otra region altamente vinculada con la funcién
cognitiva.

Finalmente, no podemos dejar de mencionar que el componente 5-HT;5 posiblemente
no sea el Unico receptor que estaria interviniendo en la accion de Clz, ya que, el AAT
posee afinidad por otros receptores entre los que se destacan los serotoninergicos 5-
HTg y 5-HT ; y los muscarinicos my [Pitsikas 2003; 2008; Pouzet 2002]. Estos sitios de
accién podrian ser importantes en la accion terapéutica del antipsicético sobre a los
trastornos cognitivos, sin embargo, sus roles quedan por ser determinados.
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Clozapine blocks the amnesic effect induced by dizocilpine trough a 5-HT;, receptor-
dependent mechanism
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Abstract

Cognitive deficits are core feature in schizophrenia accounted for much of the
impairment in functioning of patients. Clinical evidences have suggested that atypical
antipsychotics drugs, specifically Clozapine, are better improving cognition deficits in
patients compared to typical ones. Although Clozapine binds to several receptors,
receptor/s by which mediated the deficit improvement remains so far unknown.
Enough evidences support for 5-HT;, receptors as a putative site by which drug
mediate the beneficial action.

The N-methyl-d-aspartate receptor (NMDAR) antagonists have been used as an animal
model of cognitive deficits in schizophrenia. Dizocilpine (MK-801), the most potent
NMDAR antagonist, induces cognitive deficit measured by Transfer Latency (TL). TLis a
behavioral parameter for the evaluation of spatial learning and memory in animals
which can be measured using the elevated plus-maze test.

Here we investigated the effect of Clozapine (Clz) in cognitive deficit induced by MK-
801 using the TL. Additionally, we determined if 5-HT;4 receptors are involved in the
Clz action.

Wistar male rats were injected with Clz (1 mg/kg) or vehicle and 5 min later MK-801
(0.05 kg/kg) or saline were administered. Moreover, WAY-100635 (selective 5-HT1a
antagonist) was pre-injected (0.3 mg/kg) in animals and then treated with Clz (1
mg/kg) and MK-801 (0.05 kg/kg). In both experiments, TL1 was evaluated after 30 min
of drug injections whereas animal’s performance without drugs was measured in TL2
and TL3, 24 an 48 h later, respectively.

TL2 was more prolonged in animals treated with MK-801 than saline, indicating an
amnesic effect of the drug. TL3 was similar to control value. Clz attenuated the
increase in TL2 observed after MK-801 treatment. Interestingly, WAY-100635
prevented the attenuation of the MK-801-induced amnesic effect by Clz,
demonstrating the involvement of 5-HT4 receptors in the mechanism of action of Clz.
These results provide a significant implication for the cognition improvement in
schizophrenia.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de esta tesis permitié la obtencidn de las siguientes conclusiones:

1) Se profundizé en la caracterizacion del sindrome comportamental asociado al
antagonismo NMDA previamente descrito en la literatura.

2) Se identificd al nucleo anterior del tdlamo como un sustrato neurobioldgico
implicado en la induccion del sindrome conductual motor provocado por MK-801.

3) Se determind que una desinhibicion del nucleo anterior del tdlamo, posiblemente
via aferencias GABAérgicas del nucleo reticular, parece ser un mecanismo implicado en
la generacion de la mayoria de las conductas que componen el sindrome conductual
motor del antagonista NMDA, MK-801. El antagonismo del receptor NMDA generaria
un desbalance en el control excitatorio/inhibitorio en el nucleo anterior del talamo
generando las alteraciones conductuales observadas.

4) Los resultados sugieren que una desinhibicidon del nucleo anterior del talamo podria
estar asociada a la sintomatologia positiva de la patologia de la esquizofrenia.

5) Una alteracion directa en el sistema GLUérgico via NMDA, subyaceria a la alteracién
cognitiva evaluada ya que la administracidon sistémica de MK-801 generd un efecto
amnésico evaluado en el paradigma de Latencia de Transferencia.

6) A través del uso del modelo de memoria de Latencia de Transferencia se confirmé la
capacidad de Clozapina de bloquear el efecto amnésico inducido por MK-801. Este
resultado ademds deja en evidencia la validez de semejanza del modelo y apoyan las
evidencias que muestran el uso de Clozapina en el tratamiento de los trastornos
cognitivos en la esquizofrenia.

7) Se determind que el receptor 5-HT;a juega un importante papel en la accidn
terapéutica de Clz sobre el efecto amnésico generado por MK-801, aportando
informacién relevante sobre la participacién de este receptor en el tratamiento de los
déficits cognitivos presentes en la esquizofrenia.

8) Se valido el modelo de Latencia de transferencia como una herramienta util para
estudiar el potencial terapéutico de fdrmacos antipsicoticos y su mecanismo de accién.
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IX. PERSPECTIVAS

Los resultados de la presente Tesis contribuyeron a ampliar el conocimiento acerca de
las bases neurales que subyacen a la accidén del antagonismo de receptores NMDA y su
relacion con la sintomatologia positiva y al mecanismo de accién del antipsicdtico
atipico Clozapina, en relacidon a su accion terapéutica sobre los trastornos cognitivos de
la esquizofrenia. En este sentido, los resultados obtenidos generan una serie de
perspectivas inmediatas o a futuro que se resumen a continuacion:

1) Si bien el ndcleo anterior del tdlamo parece ser un sustrato neurobioldgico
involucrado en el sindrome motor inducido por el antagonismo del receptor NMDA,
gueda pendiente evaluar si dicho nucleo participa en el mecanismo de accion de un
antipsicotico atipico, bloqueando dicha alteracion motora. Se sabe que el talamo es
una region que expresa varios receptores por los cuales Clz posee afinidad, por lo
tanto, seria interesante estudiar ademas el papel de algunos receptores en la accién
terapéutica del antipsicético.

2) Queda pendiente estudiar los circuitos de proyeccion del nucleo anterior del tdlamo
involucrados en la respuesta motora observada luego de la administracién del
antagonista NMDA.

3) Ha sido ampliamente demostrado que los niveles de expresion del Factor
Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF) en regiones limbicas de ratas adultas estan
positivamente correlacionados con la habilidad para aprender y adquirir memorias, a
través de su influencia en la induccién de la potenciacién a largo plazo (LTP) [Xu B,
2000; Yamada K, 2002]. A su vez, disminuciones en la expresion de BDNF han sido
reportadas en el suero de pacientes con esquizofrenia [Toyooka K, 2002] asocidndose
también con alteraciones en la transmisiéon GLUérgica, a través del receptor NMDA.
Los antagonistas NMDA son ampliamente utilizados como modelo pre-clinico para
estudiar las alteraciones cognitivas asociadas a la esquizofrenia [Moghaddam B 2003].
De manera interesante, estudios pre-clinicos han demostrado que la administracién
sistémica de MK-801, promueve una disminucién en la expresién de BDNF en el
hipocampo, region involucrada en la formaciéon de memorias [Fumagalli F 2003].

Con el fin de continuar profundizando en el efecto amnésico inducido por MK-801
sobre el pardmetro Latencia de Transferencia, queda pendiente investigar si las
alteraciones inducidas por MK-801 en este modelo estarian asociadas con cambios en
la expresion de BDNF en el hipocampo y la corteza prefrontal, regiones ampliamente
vinculadas a las funciones cognitivas. De esta manera, quedaria relacionado el efecto
amnésico identificado en la tarea de Latencia de transferencia con una disminucién en
la expresidon de BDNF, estudiando a su vez, si existe una expresion diferencial en ambas
regiones.
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4) En la busqueda de fortalecer la validacién del uso del modelo LT como herramienta
para estudiar el potencial terapéutico de farmacos antipsicéticos y su mecanismo de

accion, se planifica evaluar el efecto de un AT y otros AAT sobre las alteraciones
inducidas por MK-801 en este modelo.

5) De comprobarse un efecto de MK-801 sobre los niveles de expresion de BDNF en el

hipocampo y/o corteza prefrontal, se evaluard la accion de un AT y un AAT sobre dicho
efecto.
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