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RESUMEN

Introduccion

La adiccion a la morfina y sus derivados, como la heroina o el fentanilo ha sido,
y sigue siendo, uno de los principales problemas en los distintos sistemas sanitarios como
el de Espafia o Estados Unidos. Desde hace afios, se ha descrito como los opiaceos pueden
afectar a los distintos sistemas cerebrales como el sistema hipotalamico,
extrahipotaldmico, mesocorticolimbico o adrenérgico, asi como la implicacion del estrés
en la recaida al sindrome de abstinencia asociado a estos opiaceos.

Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral consiste en estudiar la implicacion del
estrés fisico, aplicado mediante la técnica del pinzamiento de cola, en la recaida al
sindrome de abstinencia asociada a morfina, asi como evaluar la implicacion de los de los
receptores B-adrenérgicos, y de los receptores del factor liberador de corticotropina
(CRF1R) en esta recaida por medio de sus antagonistas propranolol y CP-154,526.

Metodologia

Para ello, hemos aplicado un condicionamiento por aversion de plaza (CPA) con
el fin de inducir un sindrome de abstinencia a morfina, asi como, posteriormente, asegurar
la extincion de dicho condicionamiento para poder provocar la recaida en el mismo a
ratones que previamente hemos categorizado por grupos segun la aplicacion o no del
estimulo estresante (TP o CTP), y segun el tratamiento farmacologico administrado
(Vehiculo, propranolol o CP-154,526).

Por otro lado, hemos medido la fosforilacion de las proteinas ERK1/2 y CREB en
distintos nucleos cerebrales (CeA, NAc, BNST, BLA, PVN, VTA y DG) de los sistemas
objeto de estudio para comprobar cémo varian en funcién de los tratamientos recibidos.

Resultados

Los resultados obtenidos para la recaida en el sindrome de abstinencia a morfina
nos muestran que en el grupo que ha recibido el estimulo fisico y que no ha sido
administrado con ninguno de los antagonistas se produce esta recaida con respecto a su
grupo control, mientras que los animales que han sido estresados y previamente tratados
con antagonistas, no la experimentan.

Por otro lado, en el estudio de la fosforilacion de proteinas ERK1/2 y CREB
medimos el aumento o no de esta fosforilacion en los animales que han recibido el
estimulo fisico y no han recibido el tratamiento antagonista con respecto a los que si lo



recibieron. En primer lugar, a nivel de CeA observamos un aumento en la fosforilacion
de las proteinas ERK1/2 y CREB en este grupo. En NAc observamos un aumento en la
fosforilacion de ERK2, mientras que no se observa este aumento en los niveles de ERK1
y CREB.

En el estudio de BNST observamos un aumento en la expresion de ERK1/2 en
todos los grupos y de CREB en los ratones tratados con CP-154,526 y propranolol. No se
experimenta este aumento en CREB en los ratones sin tratar con respecto a su control. En
cambio, la medicion de la fosforilacion de ERK1/2 y CREB en BLA nos muestra que no
se experimenta aumento en ninguno de los grupos tras la recaida en el sindrome de
abstinencia a morfina. En cuanto a PVN y a VTA, experimentan un aumento en la
fosforilacion de ERK1/2 y CREB en el grupo que recibio el estimulo fisico y no fue
tratado con respecto a los que recibieron el tratamiento antagonista. Por ultimo, a nivel
de DG, observamos un aumento significativo de la fosforilacién de CREB.

Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que la administracion de naloxona a ratones tratados
cronicamente con morfina indujo un sindrome de abstinencia con un efecto aversivo.
También, llegamos a la conclusién de que la aplicacion de un estimulo estresante
(pinzamiento de cola) induce la recaida en el comportamiento aversivo en animales
dependientes de morfina, que previamente habian extinguido el comportamiento asociado
a dependencia, y que la administracion de CP-154,526 y propranolol antagonizaron esta
recaida.

Por otro lado, observamos que esta recaida produce un aumento en la fosforilacién
de ERK y CREB en CeA, PVN, VTA 'y DG, y que tanto CP-154,526 como propranolol
son capaces de antagonizarlo. No observamos, sin embargo, estos cambios a nivel de
BLA 'y de NAc.

Por ultimo, de estos resultados se deduce que el CRF1R y el receptor -
adrenérgico forman parte del proceso de aprendizaje asociado a las recaidas en los
comportamientos aversivos inducidos por estrés y que CP-154,526 y propranolol podrian
ser tratamientos adecuados para la prevencion en el consumo de sustancias en sujetos
adictos.



ABSTRACT
Introduction

Morphine addiction and its derivatives, such as heroin or fentanyl, have been - and
continue to be - a significant issue in diverse healthcare systems, including those in Spain
and the United States. For years, it has been reported how opioids can affect different
brain systems, such as the hypothalamic, extrahypothalamic, mesocorticolimbic, or the
adrenergic system, assessing the role of stress in relapse to withdrawal syndrome
associated with these opioids.

Objectives

The primary objective of this doctoral thesis is to investigate the impact of
physical stress - as applied through the tail pinch technique - on relapses to withdrawal
syndrome associated with morphine. Additionally, it will examine the involvement of -
adrenergic receptors and corticotropin-releasing factor 1 receptors (CRF1R) in this
relapse by utilizing their antagonists, propranolol and CP-154,526.

Methodology

To achieve this, we used a conditioned place aversion (CPA) paradigm to induce
morphine withdrawal syndrome and subsequently ensured the extinction of this
conditioning to produce relapse in mice that we previously categorized into groups based
on the application or not of the stress stimulus (TP or CTP), and based on the
pharmacological treatment administered (Vehicle, propranolol, or CP-154,526).

Furthermore, we measured the phosphorylation of ERK1/2 and CREB proteins in
several brain nuclei (CeA, NAc, BNST, BLA, PVN, VTA, and DG) of the systems under
study in order to observe how they changed according to the treatments received.

Results

The results obtained for relapse to morphine withdrawal syndrome show that the
group that received the physical stimulus and was not administered an antagonist
experienced a relapse, compared to the control group. However, animals that were
stressed and previously treated with antagonists did not relapse.

In contrast, in the study of ERK1/2 and CREB protein phosphorylation, we
observed tan increase in phosphorylation in animals that received the physical stimulus
and did not receive an antagonist treatment compared to those that did. At the CeA level,
we observed an increase in ERK1/2 and CREB protein phosphorylation in this group. In



the NAc, we noticed a rise in ERK2 phosphorylation, whereas this increase was not
observed in ERK1 or CREB levels.

In BNST study, we found an increase in ERK1/2 expression in all groups and a
rise in CREB in mice treated with CP-154,526 and propranolol. A similar increase in
CREB was not observed in mice without treatment compared to their control. However,
the measurement of ERK1/2 and CREB phosphorylation in BLA revealed that no increase
occurred in any of the groups following relapse to morphine withdrawal syndrome.
Regarding PVN and VTA, there was an increase in ERK1/2 and CREB phosphorylation
in the group that received the physical stimulus and was not treated compared to those
that received the antagonist treatment. Finally, we have observed a significant increase in
CREB phosphorylation at DG level.

Conclusions

Our results suggest that the administration of naloxone to chronically morphine-
treated mice induced a withdrawal syndrome with an aversive effect. Additionally, we
concluded that the application of a stressful stimulus (tail pinch) induces relapse into
aversive behaviour in morphine-dependent animals that had previously extinguished
dependence-associated behaviour and that the administration of CP-154,526 and
propranolol antagonized this relapse.

Furthermore, we observed that this relapse led to an increase in ERK and CREB
phosphorylation in CeA, PVN, VTA, and DG and that both CP-154,526 and propranolol
were able to antagonize this effect. However, we did not observe these changes at BLA
and NAc levels.

Ultimately, these findings suggest that CRF1R and the -adrenergic receptors are
part of the learning process associated with stress-induced relapse into aversive
behaviours and that CP-154,526 and propranolol may be suitable treatments for the
prevention of substance use in individuals who are addicted.



1. INTRODUCCION
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En los ultimos afios se ha sugerido una relacion muy importante entre la
exposicion a situaciones de estrés y el desarrollo de adiccion a sustancias de abuso,
existiendo conexiones entre distintos sistemas neuronales y con la participacion de varios
neurotransmisores. Por ejemplo, hay distintas rutas y vias de sefializacion intracelular que
participan en la regulacion del sistema cerebral del estrés, estando conectadas con
receptores opioides, y pudiendo ser activadas o antagonizadas por sustancias de esta
naturaleza, que actuarian como ligandos. Concretamente, el enfoque de este estudio ha
sido comprobar si la exposicion a estimulos fisicos estresantes para el individuo puede
influir en el comportamiento y en el desarrollo de adiccion a drogas, asi como también la

bldsqueda de dianas farmacoldgicas que pudieran contrarrestar estos efectos.

1.1. ANALGESICOS OPIOIDES

El término opioide se suele utilizar para englobar todas las drogas derivadas o
similares al opio, aunque lo méas correcto es usarlo en referencia a los alcaloides de la
adormidera, que es la planta de la que se extrae, y sus derivados. Podemos clasificar los
farmacos o drogas opioides en tres categorias: alcaloides presentes en el opio (p.ej.,
morfina o codeina); semi sintéticos (p.ej., heroina u oxicodona); y sintéticos, que tienen
una estructura quimica que no proviene de los alcaloides del opio (p.ej., fentanilo y

metadona).

También se utiliza este término para referirse a las sustancias enddgenas y
exogenas con afinidad por estos receptores, como las endorfinas, las encefalinas o

las dinorfinas.

Los medicamentos opioides acttan deprimiendo la actividad del sistema nervioso
central (SNC), reducen el dolor e inducen el suefio, entre otros efectos. Los efectos
secundarios de estos pueden incluir sedacion excesiva, nauseas y estrefiimiento. Aunque
estos farmacos disponen de un largo historial de uso para el tratamiento del dolor, situdndose
como los analgésicos mas potentes y eficaces disponibles, presentan el problema de que su
uso a largo plazo puede provocar dependencia y causar la muerte por sobredosis,
especialmente cuando no se utilizan segun las pautas de prescripcion. El valor del uso de
opioides para el tratamiento del dolor agudo clasificado como moderado a severo, y del dolor
relacionado con el cancer es indiscutible. Sin embargo, cada vez se prescriben mas opioides

para el dolor crénico no oncoldgico (DCNO), y para el dolor ambulatorio clasificado como
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leve a moderado, a pesar de que los datos sobre su eficacia para esta indicacion no lo

aconsejan (Shipton y cols., 2018).

Los receptores opioides son receptores de membrana acoplados a proteina G
(GPCR) y se clasifican de la siguiente manera: los receptores mu (MOR), delta (DOR) y
kappa (KOR), siendo el MOR el principal responsable de las propiedades analgésicas y
euforicas de los opioides (Kieffer y cols., 1994; Matthes y cols., 1996; Rogers, 2020).

Los MOR son activados por sus ligandos, produciéndose una fosforilacion de este
receptor que actua sobre proteinas intracelulares y que da lugar a la intrusion de los
receptores dentro del citoplasma celular. Algunos de estos receptores pueden volver a la
membrana para ser de nuevo activados, e incluso pueden mantenerse en el interior o
generar tolerancia (Von Zastrow y cols., 2003; Charbogne y cols., 2014; Roman-Vendrell
y Yudowski, 2015). Los ligandos enddgenos principales de este tipo de receptores son las
endorfinas, y el agonista exdgeno principal es la morfina. Este tipo de receptores son los
que poseen mayor capacidad de generar dependencia, de ahi que la morfina sea una

sustancia tan adictiva (Alvarez y Farré, 2005).

Los MOR pueden tener también un efecto inhibitorio que, como consecuencia del
bloqueo de la excitabilidad de las neuronas, da lugar a una disminucién de la sensibilidad
al dolor, aumento del estrefiimiento, depresidn respiratoria o dependencia fisica (Roman-
Vendrell y Yudowski, 2015). Ademas, los MOR tienen relacion con la aparicion de
estimulos de recompensa (Moles y cols., 2004), lo que ha sido demostrado previamente

mediante estudios farmacoldgicos intracraneales (Le Merrer y cols., 2009).

En relacion con el estrés, la activacion de los MOR juega un papel fundamental
en su control, puesto que es capaz de inhibir la liberacién de noradrenalina (NA) en el
Locus Coeruleus (LC), disminuyendo la aparicion de estrés asociada a la corticotropina.
Ademas, los MOR también estan relacionados con cambios en el centro de recompensa
en el area tegmental ventral (VTA), puesto que la activacion de estos receptores provoca
la disminucion del acido gamma-aminobutirico (GABA) y la consecuente activacién de
dopamina (DA), responsable de los efectos gratificantes de los opiaceos y del resto de
sustancias de abuso (Charbogne y cols., 2012; Toubia y Khalife, 2019; Volkow y cols.,
2019; Dhaliwal y Gupta, 2023).
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Los KOR tienen un proceso de activacion similar a los MOR, que consiste en su
fosforilacion, lo que provoca una posterior inhibicion neuronal (Roman-Vendrell y
Yudowski, 2015), que afecta al aparato digestivo, a la diuresis renal, y al sistema
endocrino. Los KOR pueden ser activados por distintas vias de sefializacion intracelular
como consecuencia del estrés, pudiendo contribuir a la aparicion de estados depresivos
(Al-Hasani y cols., 2013a; Zhang y cols., 2023a). Por ello, estos receptores se consideran
una pieza clave para los nuevos tratamientos antidepresivos y ansioliticos (Walsh y cols.,
2001; Knoll y Carlezon, 2010). En este sentido, se ha observado que, administrando
antagonistas de KOR de manera previa a la instauracion del estrés, se pueden eliminar las
consecuencias conductuales negativas que va a generar éste (McLaughlin y cols., 2006;
Redilay Chavkin, 2008; Land y cols., 2008; Sperling y cols., 2010; Jacksony cols., 2013).
Ademas, estudios previos han demostrado una interaccion entre los sistemas

noradrenérgicos y los KOR (Al-Hasani y cols., 2013b).

Por altimo, los DOR también se activan mediante fosforilacion y esta activacion
esta relacionada con la aparicion de emociones como la ansiedad y con la pérdida de
sensaciones nociceptivas como la sensacion de frio o calor. Por ejemplo, las
metencefalinas y leuencefalinas son péptidos opioides que reducen la ansiedad mediante
activacion de los DOR (Nieto y cols., 2005). Se ha postulado que los agonistas selectivos
de DOR provocan una disminuciéon en los comportamientos ansiosos y modulan las
distintas respuestas frente a estimulos estresantes (Nieto y cols., 2005; Saitoh y cols.,
2005; Perrine y cols., 2006; Perrine y cols., 2008; Nunes y cols., 2010). Ademas, se ha
observado que la infusion directa del agonista selectivo de DOR en la amigdala reduce
los comportamientos similares a la ansiedad, tanto basales como inducidos por el estrés
(Nunes y cols., 2010). Por el contrario, la delecion del gen para el DOR (Filliol y cols.,
2000) o la administracion de antagonistas selectivos de DOR (Saitoh y cols., 2005;
Perrine y cols., 2006) aumenta las respuestas similares a la ansiedad, lo que sugiere la
implicacion de este receptor en la aparicion de la sintomatologia relacionada con la

ansiedad y el estrés.

Por tanto, la union de los opioides a sus receptores puede producir un estado de
euforia y terminar provocando una adiccion. Ademas, el uso de opioides sintéticos, como
el fentanilo, que tiene mayor efecto que los opioides puros, puede generar con mayor
facilidad dependencia fisica y sobredosis, como se esta viendo en Estados Unidos en los

ultimos afios. Este consumo no se produce simplemente de forma recreativa, puesto que
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también se ha experimentado un aumento del consumo de este tipo de opioides bajo

prescripcién médica (Hu y cols., 2017; Peck y cols., 2019).

Para situarnos mejor en el contexto de la dependencia de opioides en un pais
desarrollado como es Estados Unidos, se pueden diferenciar cuatro olas de consumo
masivo de opiaceos en la historia moderna de este pais. La primera gran crisis de consumo
de estas sustancias data de 1910, cuando se empez0 a prescribir la heroina como farmaco
para el tratamiento de la tos, aunque hasta 1914 no requeria receta médica. La diferencia
de precio con respecto a la cocaina hizo que esta sustancia se usara con fines criminales
en términos de adiccion hasta 1924, cuando termino siendo prohibida por el Estado. A
partir de 1986, se produce un aumento en el consumo de morfina como tratamiento del
dolor crénico mediante prescripcién médica, aunque ese no fue el problema, ya que el
verdadero aumento del consumo de estas sustancias se produjo de manera ilegal. En 1995
se produce la aprobacion por la FDA de Oxicontyn® de Purdue Pharma, lo que generd
una sobreprescripcion de este medicamento para el tratamiento del dolor, y dio lugar a
una nueva ola de adiccién a opidceos (Regueras y Lépez-Guzman, 2021). Actualmente,
debido al aumento en la prescripcién de opiaceos para el dolor y el consumo de fentanilo,
que se puede conseguir de forma ilegal y a bajo precio, se esta experimentando una nueva

ola en el consumo de opiaceos (CDC, 2023).

1.2. PREVALENCIA DE CONSUMO DE OPIACEOS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la adiccién a sustancias de
abuso o drogas es un estado de salud que representa una afeccion tanto fisica como
psicoemocional que induce una dependencia o necesidad hacia una sustancia, actividad o
relacién especifica. Se caracteriza por la presencia de diversos signos y sintomas,

involucrando factores biolégicos, genéticos, psicoldgicos y sociales (WHO, 1994).

La dependencia de sustancias de abuso es una de las principales preocupaciones
en la sociedad desarrollada, puesto que supone un gran problema y un importante gasto
para la salud pablica. En ocasiones, el consumo de estas sustancias comienza en edades
tempranas, perpetuandose con el paso de los afios, y aun siendo conscientes estas personas
de los perjuicios que acarrean, siguen consumiéndolas con fines ociosos, en muchos casos

para evitar las consecuencias negativas que sufren cuando se cesa el consumo.

En los ultimos afios se ha experimentado un aumento del consumo de heroina en

el mundo occidental, lo que representa un severo problema debido a las consecuencias
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negativas para la salud y al aumento de conductas delictivas (Upp y Waljee, 2020). Por
ejemplo, el uso inadecuado de opiaceos se ha convertido en el segundo mayor problema
en consumo de sustancias de abuso que se contabiliza en Estados Unidos, donde provoca
cerca de 15.000 muertes al afio por sobredosis. Se ha sugerido que los adultos jovenes
(entre 18 y 25 afos) tienen un mayor riesgo de caer en este consumo (7.6%) y de
desarrollar adiccion, en comparacion con los adolescentes de 12 a 17 afios (4.8%), o
adultos de 26 a 34 (6.0%) (Hu y cols., 2017; Peck y cols., 2019).

Segun el ultimo Informe Europeo sobre Drogas 2021 elaborado por el
Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA, 2021), el consumo
de opiaceos en Espafia se ha mantenido estable en los Gltimos afios. En 2019, se estimaba
que alrededor de 49.000 personas consumieron opioides (incluyendo heroina y otros
opioides como el fentanilo) al menos una vez en el ultimo afio, lo que representa una tasa

de prevalencia del 0,1% de la poblacion adulta espafiola.

Segun el Informe 2021 de alcohol, tabaco y drogas ilegales en Espafia, realizado
por el Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones (OEDA), el 15.2% de la
poblacién espafiola de entre 15 y 64 afios afirmé haber consumido analgésicos opioides
en algiin momento, ya sea con receta médica o sin ella. Los resultados mostraron que el
consumo de estas sustancias es mas comun entre las mujeres que entre los hombres, y que
su prevalencia aumenta en ambos sexos a medida que aumenta la edad. Ademas, se
observo un aumento en la prevalencia de consumo tanto en hombres como en mujeres en
los ultimos afios (OEDA, 2021).

Otro hecho que genera un mayor numero de personas con dependencia a estas
sustancias es el tratamiento farmacoldgico con farmacos opiaceos. En los Gltimos afios,
el consumo de farmacos opiaceos en Espafia ha pasado de 7.25 dosis diarias por 1.000
habitantes y dia (DHD) en el afio 2008 a 13.31 DHD en el afio 2015, lo que supone un
incremento del 83.59% (AEMPS, 2017). La prevalencia de uso de estos medicamentos
segun el boletin INFAC (del Centro Vasco de Informacion del Medicamento) era de méas
del 1% de la poblacion en el afio 2014. El cuestionario EDADES de 2022 del Plan
Nacional sobre Drogas recoge encuestas dirigidas al consumo especifico de analgésicos
opioides debido al aumento critico experimentado, como se ha comentado anteriormente,
registrando que un 15.8% de la poblacion espafola (entre 16 y 64 afios) ha consumido

algun analgésico opioide alguna vez en su vida, y un 6.8% en el ultimo afio (Tabla 1),
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siendo el tramadol (46.0%) y la codeina (59.9%) los méas consumidos, seguidos de
fentanilo (14.0%) y morfina (6.9%) (Tabla 2).

2018 2020 2022
Total Hombre Mujer Total Hombre Mujer Total Hombre Mujer
Mguna vez en lavida 14,5 13,1 16,0 15.2 14,1 16,2 15.8 14,7 16.8
(itimos 12 meses 6.7 5.8 7.4 74 8,2 B.1 5.8 7.8
(itimos 30 dias 29 2,3 34 3.6 3,0 4,3 4,0 3,1 4.8

Tabla 1. Comparativa del consumo de opiaceos en la poblacion entre 15-64 afios, entre 2018 y
2022. Modificado de Encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES) (OEDA, 2023).

2018 2020 2022
T H M T H M T H M
Tramadol 35,5 34.8 38,2 50,0 47.3 52.3 46,0 46,5 45,6
Codeina 69,2 69,9 68,7 54,6 54.4 54.9 50,9 58,8 60,9
Morfina 14,7 15,2 14,3 13.9 16.0 11.9 6,9 1.5 64
Fentanilo 1,9 25 1.4 38 4.4 2.9 14,0 14,7 13.4
Otros* 6,1 6.2 6.1 14,2 14.9 13.6 14,4 17.0 12,2

Tabla 2. Consumo de tramadol, codeina, morfina y fentanilo en la poblacion de 15-64 afios segln
sexo (%). Modificado de encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES) (OEDA, 2023).

El consumo de sustancias de abuso en 2022 en Espafa esta encabezado por las
bebidas alcohdlicas (76.4%), seguido del consumo de tabaco (39.0%). Entre las drogas
ilegales, el cannabis es la mas consumida (10.6%) mientras que la exposicion a opioides
sin receta médica (0.6%) representa una pequefia parte, aunque el aumento del consumo
de analgésicos opioides (6.8%) y de otras sustancias, como la cocaina (2,4%), supone un

riesgo para la salud publica (Tabla 3).

1995 1997 1999 2001 2002 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2018 2020

Tabaco - 46,8 447 460 478 424 41,7 428 402 40,7 402 408 394
Alcohol g5 785 752 T7B1 TEE 78T 728 TBY V&6 7R3 TVIE 752 772
Hipriosodantes can o sin - . - Bl 86 71 114 122 120 11 120
Hipnosedantes sin receta 123 23 23 2.8 ER 1.2 13 1,8 12 1.2 23 1,3 1,3
Opioides con o sin receta - = = - - - B N - - - 6,7 71
Opioidessin recata = = = = = - B & - - - - 0,8
Cannabis 7.5 7.7 7.0 a2 13 11,2 101 106 86 0,2 8.5 11,0 10,5
Extasis 1.3 0.8 0.8 1.8 1.4 1.2 1.1 0.8 07 0.7 0.6 0.6 0.8
Alucindgenos 0.8 0,48 0.6 o7 0,6 0.7 0,6 0.5 0.4 03 0.6 0.4 0,6
Anfetaminas 1.0 048 0,7 1.1 08 1.0 048 0,6 0.6 0,6 0.5 0.5 o7
Cocaina polvo y/obase . - - - - - 31 2,7 23 22 20 22 2,5
Cocainaen polvo 1.8 1,6 1,6 25 2,7 3.0 30 2.6 22 2,1 1.9 20 2,5
Cocaina base 0.1 0,1 0,2 0.1 0.1 0.2 0,5 0.1 02 0,1 0.2 0,3 0,2

Tabla 3. Consumo de sustancias de abuso en la poblacion entre 15-65 afios (%). Espafia 2022.
Modificado de encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES) (OEDA, 2023).
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1.3. NEUROBIOLOGIA DE LA ADICCION

La adiccion a drogas es una patologia y, como tal, aparece definida y clasificada
en el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-V). Se
considera gque un individuo se encuentra en un estado de dependencia cuando se recogen

3 0 més de los hechos especificados en la Tabla 4 durante més de 12 meses.

A.1. | Consumo frecuente de cantidades superiores o durante mas tiempo del
previsto.

A.2. | Deseo persistente de abandonar o controlar el consumo, o fracaso en los
esfuerzos por lograrlo.

A.3. | Mucho tiempo invertido en actividades relacionadas con el consumo

(conseguir drogas, consumirlas o recuperarse de sus efectos).

A.4. | Craving o poderoso deseo o necesidad de consumir.

A.5. | Incumplimiento de los deberes fundamentales en el trabajo, la escuela o el

hogar debido al consumo reiterado.

A.6. | Consumo continuado a pesar de sus consecuencias negativas sociales o

interpersonales.

A.7. | Abandono o reduccion importante de actividades sociales, profesionales o
de ocio.

A.8. | Consumo recurrente en situaciones que conllevan riesgo fisico.

A.9. | Consumo mantenido a pesar de saber que se sufren problemas fisicos o

psicolégicos relacionado con el consumo.

A.10. | Tolerancia.
A.11. | Abstinencia.

Tabla 4. Criterios diagnosticos del trastorno por consumo de sustancias.

Anteriormente, se ha definido la adiccién a sustancias de abuso como el estado en
el cual una persona siente la necesidad de seguir consumiendo, pese a conocer las
consecuencias negativas de dicho consumo, perdiendo el interés por todo aquello que no
sea seguir consumiendo y el control en el consumo de la sustancia. Ademas, es comun la
aparicion de recaidas, incluso mucho tiempo después de haber consumido por Gltima vez
(Sordo y cols., 2017). Sin embargo, existen otras caracteristicas importantes en esta
patologia, como algunas de las reflejadas en el DSM-V, por ejemplo, la tolerancia. Este

término se corresponde con la necesidad de aumentar la dosis 0 el nimero de veces que
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se consume la sustancia para conseguir el efecto deseado, debido a que el consumo
prolongado en el tiempo disminuye el efecto. Esto contribuye a que una persona no se dé
cuenta de que es adicto, ya que este aumento en el consumo es paulatino. La tolerancia
que tiene lugar con el consumo repetido también lleva a que los adictos, para aumentar la
sensacion placentera causada por la droga, cambien la via de administracion habitual a
otras vias en la que el efecto sea més rapido, como la nasal o intravenosa (Colvin y cols.,
2019).

La abstinencia es el estado aversivo negativo que se produce tras el cese del
consumo, caracterizado por depresion, disforia, estrés e insomnio, que lleva al sujeto a
perpetuar el consumo para eliminar o aliviar estos sintomas. Se considera que la
abstinencia es un reforzador negativo del estado adictivo, puesto que la sintomatologia
negativa que produce el cese en el consumo lleva a seguir consumiendo (Nguyen y cols.,
2021).

La busqueda compulsiva y el consumo repetido de sustancias de abuso da lugar
en muchos casos a no poder atender las responsabilidades y obligaciones en los distintos
ambitos de la vida, junto al peligro inminente que conlleva el propio consumo. En muchas
ocasiones los individuos que consumen se ven envueltos en problemas de tipo legal y
siguen consumiendo, a pesar de que le causan problemas con su entorno social y familiar
(ASAM, 2010; Uhl y cols., 2019).

Ademas, como se ha comentado, incluso afios después de haber cesado el
consumo, las recaidas son frecuentes cuando los adictos encuentran estimulos asociados
al primer contacto con la droga (De Wit, 1996; O Brien, 1997; De Vries y Shippenberg,
2002), provocando en el sujeto un deseo incontrolable de volver a consumir denominado
craving. Estas alteraciones de comportamiento se han relacionado con plasticidad
neuronal y alteraciones de regiones cerebrales que median los procesos de recompensa y
estrés (Nestler, 2013).

Es dificil cuantificar el craving en animales de laboratorio, pero si es posible
determinar la aparicion de recaidas en el consumo mediante algunos protocolos
experimentales, por ejemplo, mediante modelos de experimentacion conductuales
desarrollados para animales dependientes y no dependientes, como pueden ser aquellos
que desarrollan preferencia o aversion de lugar, o los modelos de auto-administracién

(Carrol y Comer, 1996). Si tras la extincion de un determinado comportamiento éste
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aparece nuevamente, puede considerarse que esta recuperacion de la respuesta aprendida
se asemeja a la reinduccion del craving y, por tanto, a la recaida en la basqueda y en el
consumo de la droga (Ribeiro Do Couto, 2006).

1.3.1. Factores genéticos y adiccion

La vulnerabilidad para el desarrollo de adiccion a sustancias de abuso estd
relacionada con varios factores, entre ellos, la predisposicion genética (Ibafiez-Cuadrado,
2008), aunque también hay que tener en cuenta el contexto social y psicologico del
individuo en el momento del consumo (Goldman y cols., 2005; Kendler y cols., 2007,
Volkow y cols., 2008).

La aparicion de la epigenética y su desarrollo ha permitido seguir conociendo los
mecanismos implicados en la dependencia de sustancias de abuso. La epigenética
comprende las modificaciones celulares que se producen sin cambios en el acido
desoxirribonucleico (ADN) por la modificacion de genes. Estas alteraciones se producen
sobre las histonas, generando los cambios en la estructura de la cromatina y de la
secuencia de ADN (Robison y Nestler, 2011).

Las histonas son proteinas de bajo peso molecular que envuelven el ADN, dando
forma a los cromosomas, y su metilacion regula la transcripcién de ciertos genes. Estas
proteinas también se pueden activar por la acetilacion o fosforilacion (Gingeras, 2007).
Por ejemplo, se ha observado una acetilacion de la histona H4 tras una exposicion repetida
a cocaina (Goldberg y cols., 2007; Gonzélez y cols., 2020). Del mismo modo, otros
autores han observado que la administracion de inhibidores de histonas desacetilasas
(HDAC) en el nucleo accumbens (NAc) influye en los procesos de comportamiento
asociado al consumo de opiaceos (Kumary cols., 2005; Renthal y cols., 2007; McQuown
y Wood, 2011). Ademas, hay ciertos ndcleos cerebrales como NAc o el nlcleo estriado
dorsal en los que, tras el consumo de cocaina, se han producido metilaciones de ADN que
han derivado en un aumento en la expresidn de ciertos genes que estan relacionados con

los procesos de adiccidn (Cassel y cols., 2006; Host y cols., 2011).

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion y otros demuestran que la
adiccion a sustancias de abuso puede afectar a la expresion de genes (Nurrl, Pitx3,
proBDNF o Ago2), provocando asi cambios irreversibles (Gracia-Rubio y cols., 2016;

Montagud-Romero y cols., 2017).
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Estudios recientes, también han demostrado que el consumo de opioides produce
modificaciones en la expresion de genes como el gen de respuesta de crecimiento de
temprano 1 (EGR-1) (Méndez y cols., 2023). Este factor de transcripcion ha sido
relacionado directamente con la plasticidad neuronal (Knapska y Kacmarek, 2004) vy,

participa de forma importante en el aprendizaje y la memoria (Sun y cols., 2019).

1.3.2. Plasticidad neuronal

El consumo de sustancias de abuso provoca que el cerebro realice una serie de
adaptaciones y compensaciones que forman parte de la regulacion u homeostasis cerebral,
y que, en este caso, supone una adaptacion estructural y funcional de las neuronas,
creando nuevas rutas de comunicacion entre ellas. Esto es lo que se conoce como

plasticidad neuronal (Nestler, 2013).

Esta regulacion fisiologica, que dista de ser la homeostasis mas frecuente y
habitual, da lugar a la aparicion de los mecanismos de tolerancia y dependencia (Koob y
Le Moal, 1997; Koob y cols., 2004), generando los signos y sintomas derivados del
sindrome de abstinencia o la retirada de la sustancia de abuso (Nestler, 2013). Hay
distintas vias de sefializacion intracelular implicadas en la aparicién de estos fenémenos.
Por ejemplo, el factor de unién al AMPc (CREB) esta involucrado en la aparicién de
plasticidad sinéptica a nivel de las neuronas de NAc (Dong y cols., 2006). Ademas, el
consumo cronico de sustancias opidceas puede aumentar la neuroplasticidad de las

neuronas noradrenérgicas del LC (Kogan y cols., 1992; San Juan Sanz, 2019).

Los microARN son secuencias de ARN (Acido ribonucleico) de pequefio tamafio
que regulan la expresion de genes implicados en el proceso de adiccién (Kim y Nam,
2006). Cambios en los microARN pueden dar lugar a modificaciones en la plasticidad

neuronal, es decir, cronificacion de los cambios producidos por la droga.

Existen diversos estudios que demuestran una relacion directa entre el consumo
cronico de morfina, y otros opiaceos, con la regulacion de la plasticidad neuronal en
distintos nucleos o regiones del cerebro como el hipocampo (Heidari y cols., 2013; Song
y cols., 2019), en el sistema mesocorticolimbico (Goins y Bajic, 2018), en regiones
noradrenérgicas (Inoue y cols., 2003), o en la amigdala extendida (Zhang y cols., 2023b),
asi como, en la corteza prefrontal (CPF) (Sheny cols 2011).
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1.3.3. Etapas de la adiccion y circuitos implicados

El consumo de sustancias de abuso esta asociado a distintos factores o situaciones
laborales, econdmicas o sociales (Nagelhout y cols., 2017). En muchas ocasiones, el
consumo comienza siendo puntual, pasando a ser cronico al aumentar la intensidad y
frecuencia y al buscar estas personas volver a experimentar la sensacion placentera que

el consumo les produce, siendo este hecho esencial para el desarrollo de la adiccion.

Durante el proceso adictivo el sujeto pierde la voluntad de anular los actos
inapropiados (Kalivas y Volkow, 2005), debido principalmente a una desregulacién en el
sistema de recompensa. Estos actos, que pueden tener connotaciones impulsivas o
compulsivas, estan precedidos de una sensacién de tension, ansiedad o estrés, que puede
estar motivada por estimulos placenteros, como puede ser la exposicion a la propia droga
(refuerzos positivos), o por la retirada del estimulo (refuerzos negativos), asi como la

abstinencia a opioides (Koob y Volkow, 2010).

Las propiedades reforzadoras positivas son las que llevan a los sujetos a iniciarse
en el ciclo de la adiccion a sustancias de abuso, puesto que buscan volver a experimentar
las sensaciones placenteras de los primeros consumos. En esta etapa, las personas
consumen para experimentar las propiedades positivas de las drogas. Ademas, las
sustancias de abuso son capaces de producir fenémenos de consolidacion de la memoria,
y se van a realizar asociaciones en el cerebro entre consumo y ambiente, lugares o gente
con la que se realice el consumo. Ademas, se producen diversas adaptaciones celulares y
moleculares que estarian detras del desarrollo de dependencia, y que nos adentrarian en
la segunda etapa del ciclo de la adiccidn, ya que el proceso adictivo se puede dividir en
tres fases (Koob y Zorrilla, 2010) (Figura 1):

1) Inicio (Fase de consumo agudo/intoxicacion): se refiere a mecanismos de
recompensa basados en incentivos. EI consumo puntual de la droga se produce
como una accién impulsiva que ejerce un efecto placentero (refuerzo positivo).
Los beneficios de este aprendizaje son considerados como puerta a la cronicidad.

2) Mantenimiento (Fase de abstinencia/efecto negativo): el cese del consumo de la
sustancia de abuso produce una serie de efectos aversivos tanto psicoldgicos como
fisiologicos que actuan como reforzadores negativos. Para evitar esta

sintomatologia negativa se perpetta el consumo. El sujeto ya no consume por los
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efectos positivos de la sustancia de abuso, sino para evitar la aparicion de los
efectos negativos.

3) Recaida (Fase de preocupacion/anticipacion): Tras el cese del consumo y debido a
una serie de estimulos, situaciones de estrés o recuerdos, se produce la bdsqueda
compulsiva de la droga o craving, llegando el sujeto a cometer actos compulsivos
que pueden influir en su dia a dia. Esta fase tiene lugar, entre otras razones, debido
a los procesos de consolidacion de la memoria que tienen lugar durante la primera

etapa de la adiccion.
1.3.3.1. Primera etapa: Consumo agudo/intoxicacion

El sistema cerebral que interviene en la primera etapa de la adiccion es el sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico o vias de recompensa (Koob y Le Moal, 1997)
(Figura 2), cuya principal conexion nace de VTA, nlcleo donde se encuentran la mayor
concentracion de neuronas de DA, hacia la CPF y NAc, donde tiene lugar la principal
liberacion del neurotransmisor DA (Robbins y Everitt, 1996; Wise, 1996; Hyman y
Malenka, 2001; Di Chiara y Bassareo, 2007; Bittar y Labonté, 2021; McCarthy, 2022).
La DA y los péptidos opioides son los principales neurotransmisores del sistema

dopaminérgico implicados en esta etapa.

Todas las sustancias de abuso comparten un hecho, y es que son capaces de activar
el sistema mesocorticolimbico aumentando la cantidad de DA liberada en NAc, vy
produciendo asi un refuerzo positivo que facilita la instauracién de la adiccion (Wise,
1996; Robbins y Everitt, 1996; Di Chiara, 1999; Hyman y Malenka, 2001; Di Chiara y
Bassareo, 2007; Feltenstein y See, 2008; Navarro-Zaragoza y cols., 2012). Por otro lado,
la activacion del sistema dopaminérgico produce una inhibicién en las neuronas de
GABA, dando lugar a un aumento de la cantidad y actividad dopaminérgica en VTA,

aumentando asi la liberacion de DA en NAc (Di Chiara e Imperato, 1986).

En estos primeros pasos en la adiccion, NAc y el nucleo palido ventral tienen
mayor peso, y amigdala e hipocampo van aumentando su importancia en los consumos
repetidos, ya que estan implicados en el aprendizaje del consumo (Volkow y Li, 2005;
Scofield y cols., 2016) y permiten establecer relaciones entre consumo y memoria (Di
Chiara, 1999).
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Figura 1. Las tres etapas de la adiccion: (a) Consumo agudo / intoxicacion. (b) Abstinencia / efecto
negativo. (c) Preocupacion / anticipacion. Flechas verdes / azules, proyecciones glutamatérgicas; flechas

naranjas, proyecciones dopaminérgicas; flechas rosadas, proyecciones GABAérgicas; Acb, nucleo
accumbens; BLA, amigdala basolateral; VTA, area tegmental ventral; SNc, substantia nigra pars compacta;
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VGP, globo palido ventral; DGP, globo palido dorsal; BNST, nucleo del lecho de la estria terminal; CeA,
nacleo central de la amigdala; NE, noradrenalina; CRF, factor de liberacién de corticotropina; PIT,
transferencia instrumental pavloviana. Modificada de Koob y Volkow, 2010.

Previamente se han realizado estudios con animales que demuestran un
incremento en la actividad del sistema dopaminérgico en el inicio del consumo de
opiaceos (Di Chiara e Imperato, 1986; Rougé-Pont y cols., 2002), lo que coincide con el

inicio de la primera etapa del proceso adictivo (Nestler y Aghajanian, 1997; Corominas
y cols., 2007).

/"//-.{ >\_ —
Tolerance 6 mPFC f/\ (\ Chronic
gy / )
-

s | hi
VTA-NAc DA neurons activity 1‘ /"\ " 1.& ! f“l il
5 RS
R, oty
\ (_'/ /*V’AY'\m.ﬂg )
—N NAC SN, ) f

T —— 6—-_/ \ /‘J‘

® Dopaminergec neurons Acute
% Analgesia ”

® GABAergic neurons morphine

RMTg-VTA circuit

RMTg-GABA neurons firing frequency \L
VTA-NAc circuit

VTA.DA neurons IPSCs frequency \L

Figura 2. Circuitos neuronales y neurotransmisores implicados en la adiccion: El nlcleo tegmental
rostromedial (RMTg) ejerce un papel crucial al proporcionar la principal entrada inhibitoria al area
tegmentaria ventral (VTA). En respuesta a estimulos, VTA procesa principalmente la informacién mediante
proyecciones dopaminérgicas hacia la corteza prefrontal medial (mCPF) y el ndcleo accumbens (NAc). Es
importante destacar que la mCPF representa la corteza prefrontal medial, mientras que NAc representa el
ndcleo accumbens. La dopamina (DA) y las corrientes postsinépticas inhibitorias (IPSC) estan implicadas
en este circuito. Las flechas hacia arriba indican una mayor actividad, mientras que las flechas hacia abajo
sefialan una frecuencia reducida. Tomada de Wang Jy cols., (2023).

El sistema dopaminérgico presenta una serie de receptores para acoplar los
distintos tipos de ligandos con los que interactla, los receptores dopaminérgicos. Los
principales receptores de este sistema son (Figura 3): el receptor D1, acoplado a la
proteina Gs, que expresa los subtipos D1 y D5; y el receptor D2, acoplado a la proteina
Gi 0 Go, que expresa los subtipos D2, D3 0 D4 (Surmeier y cols., 1996). La DA actla
sobre los receptores D2 desencadenando una inhibicién sobre las neuronas de NAc
(White y Wang, 1986; Lin y cols., 1996; O’Donnell y Grace, 1996), y se ha demostrado
que esta directamente relacionado con la via de sefializaciéon de CREB (Wang y cols.,
2021). Por lo tanto, los antagonistas del receptor D2 promueven una activacion directa de
estas neuronas. La estimulacion del receptor D1 potencia el impulso glutamatérgico

(Cepeda y Kitai, 1998; Chergui y Lacey, 1999; West y Grace, 2002) y, de forma opuesta,
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los antagonistas D1 contribuyen en la disminucion de la excitabilidad de las células (West
y Grace, 2002). Tanto los receptores D1 como D3 se expresan en las zonas
dopaminérgicas del sistema mesolimbico (Yany cols., 2014), por ello, en algunos nucleos
con una mayor expresion de uno de los dos tipos generales de receptor, no se genera la
respuesta esperada (Sesack y Grace, 2010). Estudios recienten demuestran la implicacion

del receptor D4 en la adiccion a morfina (Bartenev y cols., 2020).
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Figura 3. Subfamilias de receptores de dopamina D1y D2. Tomada de Pandey y cols., 2013.

La DAy sus neuronas presentes en VTA estan relacionadas directamente con las
conductas de aprendizaje (Horvitz, 2000; Wise, 2004; Fields y cols., 2007; lkemoto,
2007; Schultz, 2007; Redgrave y cols., 2008) y ocupan mas de la mitad de la poblacion
de neuronas presentes en VTA (Swanson, 1982; Nair-Roberts y cols, 2008), por lo que
tienen muchas dianas y desencadenan diversos procesos importantes en esta etapa
(Garcia-Carmona, 2015).

En VTA, la administracion de morfina y del resto de opiaceos desencadena un
aumento de la liberacién de DA en el prosencéfalo, actuando como refuerzo para
establecer un estimulo positivo para la blasqueda compulsiva de la droga o la
autoadministracion (Russo y cols., 2007; Langlois y cols., 2017). Estos opiaceos, también
en VTA, pueden producir una inhibicion de las neuronas GABA y de las neuronas de DA,

provocando efectos estimulantes.
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1.3.3.2. Segunda etapa: Cronificacion

El estrés es la respuesta natural de los organismos vivos frente a las alteraciones
ambientales. La actuacion frente a un estimulo estresante y una adecuada cesacion de este
estrés es muy importante para la supervivencia de un organismo. Pese a que el estrés tiene
un rol negativo en la sociedad actual, esto no es real, ya que esta respuesta de estrés
permite al individuo entrar en un estado de alerta y adaptarse a determinadas situaciones
y hacer frente a las alteraciones, ya sean reales o percibidas (Charmandari y cols., 2005;
Oyola y Handa, 2017).

En esta etapa se produce una activacion de los nucleos que componen el sistema
cerebral del estrés hipotaldmico o eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA), asi como del
sistema del estrés extrahipotalamico, constituido por laamigdala extendida (prosencéfalo,
nucleo de la amigdala central (CeA), nucleo de la estria terminal (BNST) y corteza de
NAC), y tiene lugar la aparicion de los efectos reforzadores negativos mediados por dos
neurotransmisores, el factor liberador de Corticotropina (CRF) y la NA. Estos sistemas
estan interconectados, ya que desde la amigdala extendida se producen aferencias hacia

el hipotadlamo o el encéfalo.

El estado aversivo negativo conocido como sindrome de abstinencia se caracteriza
por una disminucion de la actividad dopaminérgica mesocorticolimbica (Koob y Volkow,
2010), junto con una activacién del sistema cerebral del estrés. Ademas, se produce una

activacion del sistema noradrenérgico y de otras sustancias o mediadores.

En esta etapa del proceso adictivo se produce una falta objetiva de interés frente a
estimulos que no estén relacionados con el consumo de la droga, desviando la atencion
del entorno laboral o familiar, mientras que aumenta el énfasis en todo lo que tenga que

ver con la administracién de sustancias de abuso (Garcia-Carmona, 2015).

1.3.3.3. Tercera etapa: Recaidas

La recaida es uno de los mayores peligros que tiene la adiccion a sustancias de
abuso, puesto que incluso afios y afios después de un ultimo consumo, la vulnerabilidad
a la recaida perdura, y se puede volver a experimentar la necesidad de consumir debido a
distintas situaciones en las que se encuentran estimulos como la reexposicion a la droga
(Koob y Volkow, 2010), estimulos ambientales asociados al consumo de drogas (De Wit,

1996; Swendsen y Le Moal, 2011), o situaciones de estrés (Carrol y cols., 1996; Cepeda
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y cols., 2012; Enoch, 2012). Concretamente, el estrés es considerado como un factor
determinante de las recaidas en sujetos que han abandonado el consumo, asi como en el

inicio y mantenimiento de la adiccion.

En esta etapa intervienen ndcleos limbicos y el hipocampo, nicleos cerebrales
vinculados con la memoria y la asociacion de recuerdos (Ahrens y cols., 2018). La puesta
en marcha de los mecanismos correspondientes a esta etapa es ejecutada por la corteza
prefrontal, que es la encargada de la toma de decisiones, y que controla el deseo
irrefrenable de consumo (craving). Por tanto, se ha sugerido que la activacion del sistema
cerebral del estrés extrahipotalamico, o amigdala extendida, seria uno de los responsables
de esta recaida (McFarland y Kalivas, 2001; Ahrens y cols., 2018).

En el proceso de recaida intervienen proyecciones dopaminérgicas desde VTA a
la corteza prefrontal, la activacion glutamatérgica por la influencia de la CPF sobre NAc,
y la proyeccion del neurotransmisor GABA desde NAc hacia el palido ventral (Kalivas y
O’Brien, 2008).

Por otro lado, las recaidas asociadas a los estimulos estresantes dependen de la
hormona CRF, puesto que se relaciona con estados emocionales negativos (Valdez y
cols., 2002; Valdez y Koob, 2004), y con NA, oxitocina y vasopresina en la amigdala
extendida (Erb y cols., 1998; Shalev y cols., 2002; Shaham y cols., 2003; Zanos y cols.,
2014).

1.3.3.3.1. Sistema cerebral del estrés

El sistema cerebral del estrés es un complejo entramado que puede dividirse en
dos componentes principales, como se ha comentado anteriormente: el sistema cerebral
del estrés hipotalamico, también conocido como eje HHA, y el sistema cerebral del estrés

extrahipotalamico.

Ambos sistemas estan altamente interconectados, 1o que permite una regulacion
bidireccional y coordinada de las respuestas al estrés. Desde la amigdala extendida, por
ejemplo, se originan conexiones aferentes hacia el hipotalamo, facilitando la transmision
de sefiales de estrés a través de estas vias neurales. A su vez, el sistema hipotalamico,
compuesto por el hipotalamo y la hipdfisis, también juega un papel critico en la respuesta
al estrés, liberando hormonas reguladoras como el cortisol o la corticotropina, que

influyen en diversas funciones corporales y emocionales.
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Esta compleja red de circuitos neuronales proporciona la base para la adaptacion
y el control del estrés en el organismo, pero también puede dar lugar a desequilibrios y

trastornos cuando la respuesta al estrés se vuelve cronica o disfuncional.
1.3.3.3.2. Sistema cerebral del estrés hipotalamico

El eje HHA (Figura 4) es un complejo sistema neuroendocrino que se encarga de
la respuesta a los estimulos de estrés y estd formado por tres estructuras importantes:
PVN, en la region anterior y central del hipotalamo, la glandula pituitaria o hipoéfisis, en
su l6bulo frontal o anterior, y la glandula adrenal o suprarrenal. PVVN esta dividido en dos
regiones, la regién magnocelulary la parvocelular. En la region parvocelular encontramos
las neuronas de CRF, molécula compuesta por 41 aminoé&cidos, que es mediadora clave
de las respuestas ante situaciones de estrés, mientras que en la regién magnocelular se
produce la sintesis de arginina-vasopresina y oxitocina. La zona medial parvocelular de
PVN recoge las entradas neuronales para activar un grupo especifico de células que
producen y liberan CRF a la eminencia media. EI CRF alcanza la glandula pituitaria
anterior a través del sistema portal, y asi estimula la produccién y liberacion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) al flujo sanguineo. La llegada de la ACTH a la
corteza adrenal indica el inicio de la sintesis de glucocorticoides (GC) (Rivier y Vale,
1985; Ulrich-Lai y Herman, 2009). Los GC se liberan de forma rapida a las células de la
corteza adrenal, principalmente, cortisol en los humanos y corticosterona en roedores.
Estos se unen a receptores mineralocorticoides (MR) y a receptores GC (GR) con mayor
o menor afinidad para producir una respuesta ante los factores ambientales, ya sean reales
o0 psicoldgicos (De Kloet, y cols., 2005; Reul y De Kloet, 1985).

Los GC presentan mayor afinidad por los MR cuando se encuentran en baja
concentracion en los animales. Sin embargo, cuando estas concentraciones son mas
elevadas, como en situaciones de estrés (Joéls y De Kloet, 1994), se unen preferentemente
aGR.

La liberacidn de corticosterona y ACTH puede inhibir el eje HHA mediante un
sistema de retroalimentacion negativa, lo que lleva a una regulacién autonoma del
sistema. Esto son respuestas adaptativas que influencian las futuras respuestas del eje
HHA (McEwen y Gianaros, 2010).
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Los GR se localizan en las estructuras anatdmicas que conforman los circuitos de
recompensa. Asi, niveles aumentados de GC son capaces de activar estos circuitos,
observandose un aumento de DA en VTA durante el estrés cronico (Polter y Kauer, 2014;
Holly y cols., 2015).

HIPOFISIS

GLANDULA
SUPRARRENAL

Figura 4. Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). Se produce factor liberador de
corticotropina (CRF) en el nicleo parvoventricular (PVN), que al llegar a la hipéfisis estimula la formacién
y liberacién de la hormono adrenocorticotropa (ACTH) a sangre, llegando a la gldndula suprarrenal y
promoviendo la sintesis de glucocorticoides (GC), que promueven un feedback negativo en el proceso.

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion demuestran que los GC
estan implicados en la aparicion de los sintomas y signos negativos que tienen lugar
durante el sindrome de abstinencia a morfina. También han propuesto un papel importante
para estos receptores en la regulacion de la liberacion de los metabolitos de NA a nivel
de PVN, o en la expresion de c-Fos en el nicleo del tracto solitario (NTS-Ay) (Laorden y
cols., 2002). Finalmente, su activacion podria regular distintas vias de sefializacion
intracelular en las que participan factores de transcripcion como CREB o las quinasas

reguladas por sefiales extracelulares (ERK) (Navarro-Zaragozay cols., 2012).
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Las neuronas de CRF pueden realizar su funcion dentro del hipotalamo, regulando
las funciones endocrinas, o fuera de este (Zorrilla y cols., 2014). La mayoria de las
neuronas de CRF se encuentran en PVN en zonas que poseen vias eferentes para la
hipdfisis, bulbo raquideo, hipocampo y sistema nervioso autonomo (De Souza y
Grigoriadis, 2000).

Estudios previos de nuestro laboratorio han observado un aumento en la
transcripcion de CRF en las neuronas de la region parvocelular de PVN, resultando en un
aumento de la sintesis de ACTH y de la secrecién de corticosterona durante el sindrome
de abstinencia a morfina (Navarro-Zaragoza y cols., 2012). Ademas, el eje HHA envia y
recibe proyecciones endocrinas, oxitocina y vasopresina, y no endocrinas, con la medula

espinal y algunos nucleos bulbares (Navarro-Zaragozay cols., 2012).

Por otra parte, fuera del eje HHA el CRF modula el control auténomo, los
procesos emocionales y el comportamiento, y la respuesta frente al estrés. Se ha visto que
el LC juega un papel muy importante en la regulacion del estrés, activando en las

neuronas de CRF presentes en la médula espinal (Devilbiss y cols., 2012).

1.3.3.3.3. Sistema cerebral del estrés extrahipotalamico

Este sistema es también conocido como amigdala extendida y esta formado por
CeA, BNST vy la corteza de NAc (Heimer y Alheid, 1991; Calhoon y Tyke, 2015; Tovote
y cols., 2015; Gungor y Pare, 2016; Shackman y Fox, 2016; Ahrens y cols., 2018). La
amigdala extendida recibe aferencias de la amigdala basolateral (BLA), del hipocampo,
del cortex, de VTA y del hipotalamo lateral (LH); y manda eferencias a la parte medial
del pélido ventral y al LH, es decir, informacién referente a la funcion motora y emocional
(LeDoux, 2000) y a VTA (Neugeburer, 2004)

Existen también proyecciones desde BNST hacia el tronco encefalico, nucleo
parabraquial y complejo vagal dorsal. Asimismo, la amigdala también manda eferencias
hacia BNST e hipocampo, llegando hasta la corteza de NAc. La amigdala extendida dirige
sus eferencias hacia VTA. Por su parte, el giro dentado (DG) recibe aferencias desde la
amigdala (Koob y Le Moal, 2001).

Debido a todas estas interconexiones, CeA es capaz de regular el comportamiento
y actividad neuroendocrina. Por su parte, se ha postulado que BNST regularia las

funciones auténomas y las emociones (Avery y cols., 2015; Gafford y cols., 2015), la
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amigdala también regula las emociones. También, se sabe que la amigdala extendida
regula el efecto de los reforzadores negativos como dolor (Neugebauer y cols., 2004),
ansiedad o depresidn, que da lugar el miedo o estrés durante el sindrome de abstinencia a
opioides (Koob, 2008a).

El consumo crénico de opioides disminuye la funcién de los sistemas implicados
en los circuitos de recompensa (Koob y Le Moal, 1997; Koob, 2008a), y activa el sistema
cerebral del estrés extrahipotalamico y el eje HHA a traveés de la liberacion del CRF como
consecuencia de la retirada de la droga durante el sindrome de abstinencia, dando lugar a
un aumento de ACTH, corticosterona y CRF a nivel de la amigdala (Koob y Kreek, 2007;
Koob, 2008a). Por tanto, los efectos de la abstinencia se asocian a una disminucion de la
actividad dopaminérgica y a una activacion de neurotransmisores relacionados con el

estrés y la ansiedad, como el CRF o las dinorfinas.

El CRF tiene la capacidad de activar los sistemas noradrenérgicos y, en
reciprocidad, estos sistemas también son capaces de activar la produccion de CRF. Las
células neuronales encargadas de generar CRF en CeA establecen conexiones con el LC,
lo que resulta en un aumento en la activacion de las neuronas ubicadas en el LC. Esto
conlleva a un incremento en la liberacion de NA, la cual a su vez regula la actividad de
las neuronas dopaminérgicas en VTA. En paralelo, la liberacion de CRF por parte de las
neuronas situadas en PVN estd sujeta a la regulacion ejercida por las neuronas
noradrenérgicas presentes en el NTS en su area postrema 2 (NTS-A2). Estas neuronas no
solo proyectan hacia PVN, sino que también establecen conexiones con otras regiones
cerebrales como CeA, BNST, VTA Yy la corteza de NAc. Todo esto demuestra que existe
una interaccion entre los sistemas de CRF y las vias noradrenérgicas (Maj y cols., 2003;
Koob y cols, 2008; Kenny, 2011) (Figura 5).

1.4. RECEPTORES DE CRF (CRFR)

Se ha comentado anteriormente que el principal neurotransmisor del sistema
cerebral del estrés es el CRF. Existen tres tipos principales de receptores de CRF (CRFR):
CRF1R, CRF2R y CRF3R. Los dos primeros han sido descritos en humanos y roedores,
entre otros (Liaw y cols., 1997). Los receptores de CRF pertenecen al grupo de GPCR,
con un dominio extracelular N-terminal de union a hormonas (Figura 6). La union del
CRF a estos receptores produce la activacion de la via de la adenilato ciclasa (AC), dando

lugar a un aumento de la sintesis de adenosin monofosfato-3",5 -ciclico (AMPc). Por
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tanto, la exposicién aguda o cronica a sustancias de abuso puede regular las vias de la
proteina quinasa A (PKA), proteina quinasa C (PKC) o los canales de Ca?" (Lodge y
Grace, 2005), induciéndose la sintesis de diversos factores de transcripcion.
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Figura 5. Interacciones entre la amigdala central y otros sistemas. Tomada de Koob y Le Moal,
2005.
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Figura 6. Receptor CRF. EIl receptor presenta 4 dominios extracelulares (EC1-4), 7 dominios
transmembrana (TMD1-7) y 3 dominios intracelulares (ICD1-3). ICD3 interactua con la proteina G y EC1

presenta la mayor afinidad por ligandos. Tomada de Yang y cols., 2010.
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El CRF1R tiene varias isoformas distintas, aunque la Unica activa es la isoforma
a (Pisarchik y Slominski, 2004). También se han descrito otras isoformas alélicas que no
tienen tanta relevancia en el proceso adictivo (Perrin y cols., 1993). Este receptor se
encuentra en la adenohipdfisis, hipocampo, amigdala y bulbo olfatorio (Palchaudhuri y
cols., 1998; Bale y Vale, 2004). Existe evidencia de que el CRF1R contribuye en la
instauracion de la dependencia de morfina y en la recaida, a traves de diversas acciones.
Una de ellas seria, como se ha comentado anteriormente, la especial relacion que
mantiene con el sistema noradrenérgico, y que se manifiesta en diversos ndcleos, por
ejemplo, BLA (Valero y cols., 2018). También, a nivel de DG, regula la cascada de
sintesis de CREB, que media la neurogeénesis en el estrés (Alonso y cols., 2004). Por otra
parte, el CRF1R esta implicado en el aumento de la liberacién de CRF en CeA 'y BNST
durante el proceso de abstinencia a opiaceos (Weiss y Koob, 2001). Ademas, se ha
postulado que los CRF1R regulan la ansiedad o depresion asociadas a estrés (Hummel y
cols., 2010; Dedic y cols., 2018), asi como, los sintomas cardiacos que generan (Martinez-
Laorden y cols., 2014). En este sentido, estudios de nuestro laboratorio han mostrado que
los antagonistas CRF1R disminuyen los efectos negativos de la abstinencia a opioides

(Navarro-Zaragoza y cols., 2010; Garcia-Carmona, 2015).

El CRF2R tiene también varias subunidades: CRF2Ra, CRF2Rf y CRF2Ry. En
roedores, CRF2Ro se encuentra en adenohipéfisis, septum lateral, hipotalamo
ventromedial y plexo coroideo (Hauger y cols., 2003) y CRF2R[ se encuentra en las
arteriolas y tejidos periféricos (corazon, pulmones, musculo esquelético, ovarios y
testiculos) (Hauger y cols., 2003; Lukkes y cols., 2011). En humanos, CRF2Ra se
encuentra en los tejidos periféricos y valvulas cardiacas, CRF2Rp en cerebro y auriculas
izquierdas (Perrin y Vale, 1999) y CRFR2y s6lo en hipocampo y amigdala (Kostich y
cols., 1998).

Se ha observado que los antagonistas del CRF2R son capaces de inhibir la
sintomatologia negativa que aparece durante el sindrome de abstinencia a opioides
(Papaleo y cols., 2008; Navarro-Zaragoza y cols., 2010; Garcia-Carmona, 2015), asi
como la recaida a opioides. Igualmente, los ratones knockout para CRF2R no presentan
disforia durante el sindrome de abstinencia a opioides. (Ingallinesi y cols., 2012).

El ligando principal de los CRFR es el CRF, aunque también son capaces de unirse
a ellos las urocortinas (UCN) -1, -2 y -3, que son péptidos similares a CRF que tienen
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funciones metabdlicas a nivel central y periférico (Li y cols., 2003; Chen y cols., 2004;

Kuperman y Chen., 2008), siendo UCN-1 la que esta méas relacionada con el CRF.

Tanto el CRF como las UCN actuan activando CRF1R y CRF2R, presentando el
CRF mayor afinidad que UCN1. Ademas, UCN1 y UCN2 interacttan con CRF2R con
mayor afinidad (Perrin y cols., 1995; Hsu y Hsueh, 2001; Dautzenberg y Hauger, 2002).

No solo los receptores de CRF estarian implicados en la aparicion de efectos
aversivos tras el consumo de sustancias de abuso, sino que otros sistemas como el

noradrenérgico, las dinorfinas y las orexinas, también jugarian un papel importante.

1.5. SISTEMA NORADRENERGICO

El sistema noradrenérgico, como su nombre indica, tiene como neurotransmisor
principal la NA, y presenta conexiones desde NTS-A: a la amigdala extendida y a PVN.
Ademas, existe una interaccion que podria resultar clave en la adiccion a sustancias de
abuso: existe un bucle de retroalimentacion positiva entre las neuronas de CRF y de NA,
de tal forma que las neuronas de CRF activarian la liberacion de NA 'y, a su vez, las
neuronas noradrenérgicas estimularian la liberacion de CRF (Koob y Zorrilla, 2010). Por

tanto, su activacion es clave para la activacion del sistema cerebral del estrés.

Por otra parte, se ha asociado la activacion del eje HHA con la activacion de las
neuronas noradrenérgicas del NTS que, como hemos comentado, inerva PVN (Laorden y
cols., 2002). Ademas, recibe conexiones de las zonas limbicas, BLA, LH e hipocampo
(Smith y Vale, 2006; Edwards y Koob 2012).

Es conocido que la NA, junto al CRF, dinorfinas y orexinas, son
neurotransmisores claves en los refuerzos negativos asociados a la amigdala extendida
(Koob y Le Moal, 2005).

La NA también esta asociada con los estimulos sensitivos, de memoria y motores.
Las neuronas corticales y talamicas presentan cambios en su actividad debido a los
cambios en el estado conductual (Berridge y Waterhouse, 2003). Gran parte de las
neuronas noradrenérgicas se encuentran en el tronco del LC. A partir de este nucleo se
producen una gran cantidad de inervaciones noradrenérgicas en el prosencéfalo. La Unica
forma de obtencion de NA para ciertas zonas claves para los procesos afectivos y
cognitivos es mediante las conexiones con el LC. Este sistema es importante para los

estados de alerta y vigilia, que estan relacionados con la capacidad de un individuo de
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detectar, procesar y responder los estimulos recibidos por el medio ambiente (Saladin y
cols., 2013).

Los receptores B-adrenérgicos forman parte de la familia de GPCR similares a la
rodopsina, y se dividen en tres tipos: Bl, presente en el tejido cardiaco; B2, que se
encuentra en las vias respiratorias; y B3, localizado en el tejido adiposo (Johnson, 2006;
Chan y cols., 2016). Los receptores B2-adrenérgicos tienen importantes funciones

fisiologicas como relajar el musculo liso de los vasos sanguineos o bronquial.

Se ha demostrado la implicacion del sistema noradrenérgico en la adiccion a
sustancia de abuso y en los cambios epigenéticos que induce mediante la delecién del gen
que produce la subunidad €1 del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) presente en el
LC, lo que deriva en una pérdida en la tolerancia y la dependencia de morfina (Inoue y
cols., 2003).

Investigaciones previas han propuesto que la administracion de antagonistas 3-
adrenérgicos atenta los sintomas aversivos derivados del consumo de opiéceos tanto en
ratas (Przybyslawski y cols., 1999) como en humanos (Schwabe y cols., 2012; Soeter y
Kindt, 2012). De la misma forma, la administracién de propranolol tras la adquisicion de
un condicionamiento por preferencia de plaza (CPP) por cocaina, hace que revierta esta
preferencia (Bernardi y cols., 2006; Jobes y cols., 2015). Estudios previos también
demuestran que el propranolol es capaz de disminuir los efectos aversivos asociados al
sindrome de abstinencia (Brunet y cols., 2008 y 2011), asi como la necesidad de la
busqueda de la droga, menor sensacion de sintomas depresivos al consumir 0 una
disminucién en la frecuencia cardiaca, mediante el bloqueo de los receptores [3-

adrenérgicos (Saladin y cols., 2013).
1.6. SISTEMA LIMBICO

El sistema limbico estda compuesto por una serie de zonas corticales y
subcorticales del cerebro (Figura 7) que estan relacionadas con las emociones y el
comportamiento (Mesulam, 2010), asi como con la memoria a largo plazo o la memoria
segmentada, es decir, la capacidad de separar recuerdos similares (Bekinschtein y cols.,
2013), y sus principales estructuras son la amigdala y el hipocampo (Catani y cols., 2013).

Se ha observado que el hipocampo presenta conexiones con la parte ventral del
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hipotalamo, por lo que existe una inervacion directa hacia PVN (Nieuwenhuys y cols.,
2013).

DG es la parte del hipocampo donde se produce la generacion de nuevas neuronas
0 neurogenésis, especificamente en su zona subgranular surgen las que estan implicadas
en los procesos de recompensa y recaida en el consumo de drogas (Amaral y cols., 2007).
Estas neuronas son en su mayoria glutamatérgicas y estan directamente relacionadas con
el sistema de recompensa. Se ha observado que, bajo el paradigma del CPP, algunos
opiaceos como la morfina son capaces de inhibir esta neurogénesis (Zhang y cols., 2016).
Estudios recientes demuestran que la disminucion de la neurogenesis puede favorecer la
recaida en el consumo de morfina, por lo que tratamientos que regulen al alza la funcién

de DG podrian evitar estas recaidas (Bulin y cols., 2018).

Se postula que BLA también esta relacionada con las conductas de recompensa
(Kimy cols., 2017), puesto que presenta eferencias con NAc (Stuber y cols., 2011), pero
se ha observado que estas vias pueden presentar ciertas alteraciones tras la aplicacion de
condicionamiento por aversién de plaza (CPA), produciéndose una pérdida en la
plasticidad neuronal. En este aspecto, estudios previos han demostrado que no se
encuentran cambios en la plasticidad neuronal a nivel de BLA tras la extincion del
sindrome de abstinencia asociado a morfina (Zhu y cols., 2023). Del mismo modo, ciertos
estudios demuestran que hay algunas partes de BLA que no participan en la recaida en el

sindrome de abstinencia a opioides (Navratilova y cols., 2020).

Cingulate gyrus
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Figura 7: Anatomia del sistema limbico. Tomada de Roxo y cols., 2011.
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1.7. OTROS PEPTIDOS

1.7.1. Dinorfinas

Las dinorfinas son péptidos opioides que estan presentes principalmente en NAc,
CeA, BNST e hipotadlamo. Son ligandos del receptor KOR y tienen un papel importante
en el estrés (Walker y cols., 2008).

Se ha sugerido que la activacién dopaminérgica produce un aumento de las
dinorfinas presentes en DG, que contrarresta el refuerzo positivo dopaminérgico, lo que
se traduce en la necesidad de una mayor dosis de la droga para conseguir el mismo efecto

(Navarro-Zaragozay cols., 2012).

Asi mismo, estudios previos han observado que niveles elevados de dinorfinas en
NAc pueden inhibir la liberacion de DA, produciendo una disminucion de los efectos
reforzadores positivos de las drogas y llevando a un estado CPA (Di Chiara e Imperato,
1986; Walker y cols., 2008; Al-Hasani y cols., 2015).

1.7.2. Orexinas

Las orexinas o hipocretinas son producidas en el LH y participan en las acciones
que tienen lugar a nivel de las vias de recompensa. Las orexinas estan acopladas a
proteinas G, y pueden dar lugar a la activacion de neuronas dopaminérgicas en VTA o de
CRF a nivel de PVN y de CeA. Ademas, las orexinas estan implicadas en la busqueda

compulsiva de opioides y en la adquisicién de CPP (Moorman y Aston-Jones, 2010).

1.8. FACTORES DE TRANSCRIPCION RELACIONADOS CON LA
ADICCION

El consumo repetido de sustancias de abuso puede dar lugar a cambios en la
expresion génica mediada por factores de transcripcion y a la modificacion del
funcionamiento de distintas vias de sefializacion intracelular (Nestler, 2001; Nestler,
2004).

En la actualidad, esta bien establecido que las protein kinasas pueden regular
diferentes procesos celulares mediante la fosforilacion de factores de transcripcion. Entre
los factores de transcripcion mas importantes relacionados con la adiccion se encuentran
CREB vy Fos.
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Por ejemplo, varios estudios realizados tanto a nivel de SNC como de sistema
nervioso periférico han comprobado que el tratamiento cronico con opioides produce una
activacion de la ruta del AMPc/PKA, debida a la mayor presencia de DA libre. La
activacion de la ruta AMPc/PKA concluye en la expresion de genes como preprodinorfina
0 c-Fos, el cual promueve la sintesis y liberacion de factores de transcripcion como
CREB.

Es conocido que otras rutas de sefializacion intracelular como la de las proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs), familia de serina/treonina quinasas que
traducen una amplia gama de estimulos extracelulares en diversas respuestas
intracelulares, también podrian jugar un papel destacado en los cambios adaptativos

asociados a la dependencia de opioides (Nestler, 2004).

1.8.1. ERKs

Las ERKs/MAPKSs estan implicadas en varios procesos en el SNC, incluyendo la
adiccion a drogas. Se ha visto que estas protein quinasas, que se encuentran en el
hipocampo, cuerpo estriado, y cerebelo (Fiore y cols., 1993), participan en el desarrollo
del aprendizaje y la memoria a corto y largo plazo (Feld y cols., 2005; Igaz y cols., 2006).
Por tanto, la inhibicion selectiva de la via de las ERKs podria evitar la asociacion de
estimulos fisicos con recuerdos, incluyendo los recuerdos aversivos o de miedo (Sun y
Nan, 2017), asi como el reconocimiento del entorno (Kelly y cols., 2003; Villarreal y
Barea-Rodriguez, 2006).

La activacion de la via de las MAPKs tiene lugar como consecuencia de la
induccion de una cascada de sefializacion de quinasas, siendo ERK1 y ERK2, de peso
molecular 44 y 42 kDa, respectivamente, las dos isoformas mas importantes. Y una vez
activadas, se trasladan al nacleo (Chen y cols., 1992), donde fosforilan una serie de
factores de transcripcion que permiten la expresion génica, como CREB (Bading y cols.,
1991) (Figura 8). Por tanto, la activacion de MAPK puede estar implicada en la expresion
génica. Otra proteina que puede fosforilar a CREB, y que influye en la activacion de las
ERKSs es PKA (Baldassa y cols., 2003).
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Figura 8. Via de fosforilacion de ERK por la activacion de GPCR. Tomada de Wellbrock y cols.,
2004.

1.8.2. CREB

CREB es un factor de transcripcion de peso molecular 36 kDa y cuyo residuo de
serina 133 se dimeriza por la PKA 'y se une al ADN (Maze y Russo, 2010). Por tanto, es
capaz de regular la ruta AMPc/PKA. Los dimeros de CREB son capaces de regular y

activar diversos genes y factores de transmision (Kalivas y O’Brien, 2008).

Se ha demostrado que CREB esté relacionado con la adquisicion de memoria,
puesto que un aumento en la expresion de CREB en la amigdala lateral (LA) enfatiza la
memoria relacionada con el miedo (Han y cols., 2007; Zhou y cols., 2009; Rogerson y
cols., 2014; Park y cols., 2020). Algunos estudios han demostrado que el aumento de la
funcién de CREB minutos antes del condicionamiento puede reforzar la instauracion de

la memoria aversiva.

El consumo crénico de opioides aumenta la expresion de CREB a través de la ruta
del AMPc/PKA (Nestler, 2001; Benavides y cols., 2005; Kalivas y O’Brien, 2008).
CREB podria, a su vez, regular la expresion de otros genes de expresion inmediata como
c-Fos. (Pace y cols., 2009)

Las ERKs modifican ciertas quinasas que fosforilan CREB (Sanna y cols., 2002;
Lee y Messing, 2008), lo que se demuestra esencial para la recompensa por reforzadores

positivos (Choi, 2006), aunque el aumento repetido en la expresion de CREB puede dar
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lugar a una tolerancia a los reforzadores. Esto se observa sobre todo en las primeras etapas
del sindrome de abstinencia, donde se activa PKA y CREB (Nestler, 2004; Koob y cols.,
2009; Martin y cols., 2012).

Ademas, CREB regula varios procesos relacionados con los sintomas derivados
de la adiccidn y ciertos genes relacionados con esta, como c-Fos, BDNF o CRF (Carlezon
y cols., 2005).

1.8.3. BDNF

BDNF es un factor neurotrofico de la familia de las neurotrofinas que se expresa
mayoritariamente en la corteza del cerebro y en el hipocampo (Ernfors y cols., 1990;
Hofer y cols., 1990; Phillips y cols., 1990). Su receptor principal es el receptor de tirosina
quinasa B (TrkB), y la union a este posibilita la activacion de diferentes rutas de
sefializacion como la de ERKs y CREB (Finkbeiner y cols., 1997) (Figura 9). Este factor
de transcripcion ha sido ampliamente estudiado en los Gltimos afios por su papel en la
plasticidad y transmision sinaptica en hipocampo y amigdala (Cowansage y cols., 2010;
Bekinschtein y cols., 2013; Andero y cols., 2014; Du y cols., 2023). Asi, se ha podido
confirmar que las vias de sefializacion dependientes de BDNF a nivel de amigdala estarian
implicadas en la adquisicion y consolidacion del condicionamiento a memorias aversivas.
Por otra parte, BDNF parece ser necesario para la extincién de memorias aversivas en
hipocampo y amigdala. Actualmente se ha podido comprobar que la sobreexpresion de
BDNF en BLA seria responsable de la extincion de memorias aversivas o de miedo
(Karpova y cols., 2014). Se ha demostrado la influencia de BDNF en DG, puesto que su
blogqueo mediante antagonistas resulta en una pérdida de la capacidad de establecer la
memoria por patrones separados para recuerdos similares (Bekinschtein y cols., 2013).

Ademas, se ha propuesto que existe una asociacion directa entre BDNF y la
activacion de ERK1/2 y CREB durante los procesos de consolidacion de la memoria (Ma
y cols., 2023).

También el BDNF juega un papel esencial en la adquisicion del CPA (Rodrigues
y cols., 2001), asi como en la recaida en el sindrome de abstinencia a drogas asociado a
estrés social, o social defeat (Taylor y cols., 2011). Asi, se ha demostrado que BDNF
presenta un aumento de su actividad en BLA tras la aplicacion del estrés social (Dulka y
cols., 2016).
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Figura 9. Proceso de sefializacion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en la
activacion de genes relacionados con la supervivencia celular. Se desarrolla en varias etapas clave: 1. BDNF
se une al receptor TrK-B (receptor de tirosina quinasa tipo B), lo que resulta en la fosforilacion del receptor.
2. La fosforilacion del receptor TrK-B conduce a la activacion de la enzima PI3-quinasa (P13-K). 3. PI3-K
fosforila y activa la proteina quinasa B (Akt). 4. Akt fosforilada, a su vez, activa la enzima quinasa 3 de la
glicégeno sintasa (GSK-3p) mediante fosforilacion. 5. La activacion de Akt también lleva a la fosforilacion
de FKHR. 6. La activacién de GSK3-p resulta en la fosforilacion de CREB. 7. CREB fosforilado actia
como un activador de la transcripcidn génica. 8. Esta cascada de sefializacion conlleva un aumento en la
expresion del BDNF, asi como en su transporte. 9. EI BDNF empaquetado se libera mediante exocitosis.

10. La liberacion de BDNF activa los autorreceptores de TrK-B. Tomada de Zarate y cols., 2014.

1.9. MODELOS CONDUCTUALES ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE
LA ADICCION: CPP Y CPA

El paradigma del condicionamiento de lugar es un procedimiento para medir la
recompensa 0 rechazo producido por las sustancias de abuso. En este modelo, los
animales circulan libremente por dos camaras conectadas por un pasillo y, segun el
tiempo que pasan en cada una de ellas durante una etapa que se llama pre-
condicionamiento, se elige la cAmara en la que va a recibir la droga, siendo esa camara la
misma en todo momento (CPP) (Figura 10). En la otra camara los ratones reciben una
solucion salina y seran tomados como controles. Se puede comprobar el refuerzo positivo
de las distintas sustancias de abuso por la cantidad de tiempo que el animal permanece en

la cdmara donde ha recibido la sustancia de abuso, esperando que se le administre
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nuevamente, siendo éste directamente proporcional a la intensidad del efecto

experimentado.

El método de CPP tiene una variante, que es la generacion de CPA en lugar de
preferencia. Para ello, una vez que el animal circula libremente y se realiza el pre-
condicionamiento, la sustancia de abuso se administraria fuera de las camaras v,
posteriormente, se administraria un antagonista, con el fin de inducir al animal un

sindrome de abstinencia en la cAmara escogida para ello (Carboni y Vacca, 2003).

CONDITIONED PLACE PREFERENCE
HABITUATION

Figura 10. Paradigma del condicionamiento de lugar o plaza. Tomada de Sanchis-Segura

y Spanagel, 2006.

El CPA ofrece una medida altamente sensitiva del estado emocional negativo
producido por el sindrome de abstinencia a opioides, ya que se va a poder observar, segun
el tiempo que permanezca el animal en cada cdmara, cuanto le afecta esta sintomatologia,
Ilegando un momento en el que los efectos negativos se extinguen. La induccién de un
estado emocional negativo, como puede ser el producido por el estrés, impulsa la
busqueda y consumo compulsivo de la droga en cuestion (Bardo y cols., 1995). Tanto el
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estado de preferencia como de aversion puede permanecer varias semanas 0 Sesiones,

hasta que se produzca la extincion de este comportamiento.

El modelo experimental de condicionamiento de lugar es el modelo de eleccion
para medir la recompensa producida por el consumo de sustancias de abuso, asi como la
capacidad de este de condicionar el comportamiento. Esto es debido a la sencillez y
rapidez del proceso y que es econdémico (Carboni y Vacca, 2003). Ademas, con el fin de
conseguir un ambiente especifico en cada camara, se utilizan estimulos visuales y tactiles

como el uso de paredes con dibujos distintos o suelo con diferentes texturas.

1.10. TRATAMIENTOS ACTUALES PARA LA ADICCION

Los tratamientos para la adiccion tradicionalmente han ido destinados a reducir la
aparicion de la sintomatologia negativa generada por el sindrome de abstinencia, lo cual
no termina de ser eficaz para evitar futuras recaidas. Por tanto, los tratamientos se han ido
adaptando para centrarse en los cambios neuroldgicos a largo plazo, asi, como los

aspectos derivados del comportamiento para evitar esas recaidas (O’Brien, 2008;

Yahyavi-Firouz-Abadi y See, 2009).

Los trastornos derivados de las sustancias de abuso estdn muy relacionados con la
ansiedad, por lo tanto, por regla general, los tratamientos de eleccion van enfocados a
eliminar esa ansiedad, con el fin de evitar recaidas. Las investigaciones actuales giran en
torno a los tratamientos que actlan directamente sobre el SNC (Volkow y Skolnick,
2012).

Los farmacos antidepresivos, como los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina o ISRS (paroxetina o sertralina), estan considerados como farmacos de primera
linea en el tratamiento de la ansiedad derivada del consumo de sustancias de abuso
(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008; Saiz y cols., 2014). Por otra parte,
antiepilépticos como la gabapentina, han demostrado un potente efecto ansiolitico en
pacientes cocaindmanos durante el sindrome de abstinencia (Prieto y cols., 2001; Saiz y
cols., 2014).

En el caso de los opiaceos, existen innumerables evidencias de que la metadona,
la buprenorfina o la naltrexona (NIDA, 2023) son eficaces tanto en la reduccion del
consumo de opiaceos, como en la reduccion de sintomas asociados a la dependencia y

conductas agresivas (Rastegar y Fingerhood, 2020). La metadona, agonista puro de los
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MOR, ha sido un farmaco de eleccion para sobrellevar el sindrome de abstinencia desde
la década de los 40. El enantiomero S de la metadona es un antagonista selectivo de los
receptores NMDA, impidiendo asi un incremento en la tolerancia (Nicholls y cols., 2010;
Salsitz y Wiegand, 2016). La buprenorfina, agonista parcial de los MOR, aparece en 2002
sola y en combinacion con la Naloxona (Nx) (Suboxone®), siendo en ambos casos eficaz
para el tratamiento de la adiccion a opidceos, aunque la retirada de los farmacos daba
lugar a un alto indice de recaida (Fiellin y cols., 2014).

Suboxone® es un medicamento utilizado ampliamente en Espaiia en la actualidad.
Existe informacion que indica que Suboxone® podria tener efectos clinicos comparables
a los de la metadona en términos de retencion en el tratamiento y reduccién del uso de
heroina en pacientes adultos con adiccion a los opiaceos (NIDA, 2023). Ademas, parece
que este medicamento podria ofrecer una ventaja en términos de costes econémicos en
comparacion con la metadona. Sin embargo, es importante considerar que esta conclusién
se basa en una cantidad limitada de evidencia y que se requieren mas investigaciones para
confirmar y comprender completamente estos efectos y ventajas potenciales (OMS, 2009;
Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health, 2013). Suboxone® posee gran
flexibilidad en el tratamiento de personas con adicciones y las dosis de mantenimiento se
pueden alcanzar con prontitud. Después de establecer estas dosis de mantenimiento, es
posible implementar un programa reducido de dosis diarias, lo que beneficia al paciente.
En cualquier momento es posible emprender una reduccion gradual de la dosis como parte
de un programa de desintoxicacion, minimizando asi la aparicion de sintomas de

abstinencia (Chapleo y Crossley, 2003).

Por ultimo, la naltrexona, antagonista de los MOR, fue propuesta para tratamiento
via oral contra la adiccidn a opiaceos y, pese a tener buenos resultados de tolerancia y
efectos adversos, la mala adherencia al tratamiento ha limitado el uso de este
medicamento (Nunes y cols., 2015). La alternativa inyectable de la naltrexona ha

demostrado ser mas eficaz en la adiccion a sustancias de abuso (Krupitsky y cols., 2013).

Una de las estrategias actuales contra la adiccion a sustancias de abuso son las
vacunas dirigidas a opioides o a producir anticuerpos contra las drogas especificas. Una
ventaja de estas nuevas terapias con respecto a las tradicionales es que los anticuerpos no
interaccionan con las proteinas o los receptores neuronales, evitando asi efectos adversos

indeseados, como el abuso de los agonistas MOR, por ejemplo, metadona o buprenorfina.
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Por otro lado, se espera que el efecto de estas vacunas sea prolongado, por lo que se podria
mejorar la adherencia (Ohia-Nwoko y cols., 2016; Bremer y Janda, 2017; Banks y cols.,
2018). La combinacion de estas vacunas con depdsitos de naltrexona o buprenorfina

parecen ser el futuro de los tratamientos contra los opiaceos (Tabla 5).

Existe evidencia clinica de que los analgésicos no opioides pueden ser una
alternativa eficaz para controlar el sindrome de abstinencia asociado a morfina, como la
gabapentina (Rudolf y cols., 2018), o la mirtazapina (Pollice y cols., 2008). También se
ha demostrado que el uso de estas moléculas, junto con el &cido valproico y la quetiapina,

son eficaces en la disminucion de la adiccién a la morfina (Alegre y Leiva, 2020).

Existe amplia literatura que sustenta un rol importante de los nlcleos CeA vy
BNST, y del sistema noradrenérgico en el mantenimiento de la dependencia de sustancias
de abuso, lo que sugiere que el proceso de adiccion esta asociado a la activacion de las
vias del estrés y del eje HHA (Koob y cols, 2009).
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Drug Vaccine Species and sex Primary endpoint Main effect
Acquisition of opioid self-administration
Morphine  Morphine hapten/KLH Male Wistar rats Acquisition of heroin SA &
conjugate (60 pg/kg/infusion), fixed
ratio
Heroin Heroin hapten/KLH con- Male Wistar rats Acquisition of heroin SA L
jugate (60 pg/kg/infusion), fixed
ratio
Heroin Morphine hapten/KLH Male Holtzman rats Acquisition of heroin SA T
conjugate (60 pg/kg/infusion), fixed
ratio
Oxycodone Oxycodone hapten/KLH Male Holtzman rats Acquisition of oxycodone |
conjugate SA (60 pg/kg/infusion),
fixed ratio

Oxycodone Oxycodone hapten/TT
conjugate

Ongoing opioid self-administration

Heroin Morphine-6/hemisuccinyl-
bovine serum albumin
conjugate

Heroin Morphine-6/hemisuccinyl-
bovine serum albumin
conjugate (passive)

Heroin Morphine/TT conjugate

Heroin Morphine hapten/KLH
conjugate

Heroin Morphine hapten/KLH
conjugate

Heroin Heroin hapten/KLH con-
jugate

Oxycodone Oxycodone hapten/TT
conjugate

Fentanyl Fentany! hapten/TT con-
jugate

Fentanyl Fentany! hapten/TT con-
jugate

Reinstatement of opioid self-administration

Heroin Heroin hapten/KLH con-
jugate

Heroin 6-Glutarylmorphine/KLH
conjugate

Heroin 6-Glutarylmorphine/KLH
conjugate

Heroin Morphine hapten/KLH
conjugate

Male Wistar rats

Male rhesus monkey

Male rhesus monkey

Male rats (strain not dis-
closed)

Male Holtzman rats

Male Holtzman rats

Male Wistar rats

Male Wistar rats

Male and female Sprague—
Dawley rats

Male and female Sprague—

Dawley rats

Male Wistar rats

Male Sprague-Dawley rats

Male Sprague-Dawley rats

Male Holtzman rats

Acquisition of oxycodone
SA (60, 150 pglkglinfu-
sion), fixed ratio

Ongoing heroin SA
(6-100 pg/kg/infusion),
fixed ratio

Ongoing heroin SA (12 pg/
kg/infusion), fixed ratio

Ongoing heroin SA (60 pg/
kg/finfusion), fixed ratio
Ongoing heroin SA
(3-30 pg/kg/infusion),

Ongoing heroin (0-30 pg/
kg/infusion), fixed ratio

Ongoing heroin SA (60 pg/
kg/infusion), fixed ratio,
progressive ratio

Ongoing oxycodone SA
(60, 150 pglkgfinfusion),
fixed ratio, progressive
ratio

Ongoing fentanyl SA
3.2 pglkglinfusion, fixed
ratio

Ongoing fentanyl SA (0,
0.32-100 pg/kg/infusion),
concurrent schedule

Heroin-primed reinstate-
ment (180 pg/kg, intra-
VEnous)

Heroin-primed reinstate-
ment (500 pg/kg, subcu-
taneous )

Heroin-primed reinstate-
ment (500 pg/kg, subcu-
taneous )

Heroin-primed reinstate-
ment (600 pg/ke, subcu-
taneous)

60 peg/kefinfusion: &
150 pg/kg/infusion: T

i
3, 10 pg/kg/infusion: |
6. 30 pg/kg/infusion: T

Intake (ie., Op): |

Rate of intake change (i.e.,
o) @

1

@

!

KLH keyhole limpet hemocyanin, 77 tetanus toxoid

Tabla 5. Eficacia de las vacunas frente a la adiccion a opiaceos en estudio preclinicos. |:

disminucion, 1: incremento, @: sin efecto. Modificada de Townsend y Banks, 2020.
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La adiccion a drogas es un estado de salud que implica una afeccion tanto fisica
como emocional que induce una dependencia o0 necesidad por una sustancia, con
presencia de signos y sintomas caracteristicos, y que depende de factores bioldgicos,

genéticos, psicoldgicos y sociales.

Uno de los principales problemas de la adiccion es la alta predisposicion a las
recaidas puesto que afios después de la ultima administracion de la sustancia de abuso, la
tendencia hacia la recaida permanece, y se puede volver a experimentar un consumo
debido a circunstancias en las que el sujeto encuentra estimulos que le llevan a ello, como
volver a estar expuesto a la droga (Koob y Volkow, 2010), estimulos ambientales
(Swendsen y Le Moal, 2011), o situaciones de estrés (Enoch, 2012). Concretamente, el
estrés se considera como uno de los factores méas rotundos en las recaidas de sujetos que

han cesado el consumo, asi como en la iniciacion y mantenimiento de la adiccion.

El modelo de CPA proporciona una evaluacion altamente sensible del estado
emocional negativo asociado con el sindrome de abstinencia a opioides. La induccion de
un estado emocional negativo, como el generado por el estrés, impulsa la busqueda y el

consumo compulsivo de la droga correspondiente (Bardo, 1995).

Diversos farmacos se han propuesto para el tratamiento de las recaidas. Estos, se
han dirigido principalmente a mitigar la sintomatologia negativa asociada con el sindrome
de abstinencia, aunque esta estrategia no ha demostrado ser completamente efectiva en la
prevencion de recaidas futuras. Por lo tanto, la evolucidn de los tratamientos ha llevado a
un ajuste hacia la consideracion de los cambios neuroldgicos a largo plazo y los aspectos
comportamentales como elementos centrales para evitar la recurrencia, segun indican
estudios como los de O’Brien (2008) y Yahyavi-Firouz-Abadi y See (2009). En esta tesis
doctoral observamos y comparamos la accion del propranolol, farmaco antagonista de los
receptores B-adrenérgicos, y el CP-154,526, antagonista selectivo de los CRF1R, que

podrian tener un importante papel en estos procesos.

A pesar de la abundancia de estudios sobre la extincion de CPP (Bernardi y cols.,
2006, Sanchis-Segura y Spanagel, 2006; Moorman y Aston-Jones, 2014), poco se sabe
sobre la extincion de memorias aversivas. La extincion de la aversion requiere un
aprendizaje asociativo, consolidacion y formaciéon de una nueva memoria. Entre los
sustratos neuronales implicados en estos procesos se encuentran las estructuras limbicas

como amigdala e hipocampo.
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En base a estos antecedentes, el objetivo general de este estudio consiste en valorar
las consecuencias de la exposicién a un tipo de estrés fisico, en este caso, el pinzamiento
de cola o tail pinch (TP), en la recaida asociada a morfina una vez extinguido el CPA, en
ratones de la cepa C57BL/6J.

Los objetivos especificos de este estudio son:

1. Valorar la existencia de aversion de plaza debido al sindrome de abstinencia a
morfina inducido por la administracion de Nx, asi como la posterior extincion en
ratones tratados crénicamente con morfina, de manera previa a la exposicion a

estrés fisico (TP).

2. Estudiar el papel del sistema cerebral del estrés, concretamente a nivel del
CRF1R, y del sistema noradrenérgico (receptores B) en la recaida inducida por la
exposicion a TP una vez se ha extinguido la aversién en ratones tratados
cronicamente con morfina, mediante la administracion de sus antagonistas

respectivos CP-154,526 y propranolol.

3. Cuantificar la actividad locomotora de los ratones dependientes de morfina que
sufren sindrome de abstinencia a morfina durante la expresion del CPA, la

extincién y la recaida tras exposicion a TP.

4. Analizar la expresion de p-ERK1/2 y p-CREB en CeA, NAc, BNST, BLA, PVN,
VTA, y DG, mediante Western Blot, tras la exposicion a TP en ratones, que
previamente eran dependientes de morfina, al ser tratados con los antagonistas
CP-154,526 y propranolol.



3. METODOS
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3.1. FARMACOS

En este estudio se utilizaron los siguientes farmacos: hidrocloruro de morfina
(Alcaliber, Madrid, Espafa), Nx (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), CP-154,526
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO) y propranolol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO).

3.2. ANIMALES

Se utilizaron ratones macho de la cepa JAX™: C57BL/6J (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME), con pesos entre 16-22 g al inicio del tratamiento. Los animales se
dividieron en cajas de plastico (15 cm de altura; 20 cm por lado), con libre acceso a agua
y comida, en una habitacién con temperatura (22 £ 2°C) y humedad (50 + 10%)
controladas y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (luces encendidas 20 h 00 min — 08 h 00
min). Alli permanecieron 7 dias hasta el comienzo de los experimentos, para asi
habituarse a la sala de ensayo. Todos los ratones fueron manipulados conforme a lo
establecido en la Directiva del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de
2010 (2010/63/U.E), relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos. Asimismo, todos los procedimientos realizados en este estudio fueron
aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de
Murcia de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, por el cual se regula la utilizacion de
animales para experimentacion para otros fines cientificos y/o docentes, y con la Ley
32/2007, de proteccion de los animales utilizados para experimentacion y para otros fines

cientificos.

3.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.3.1. Grupos experimentales

Los ratones (n = 53) fueron divididos en seis grupos experimentales. Todos los
animales recibieron dosis de morfina y, posteriormente, Nx, Tres grupos experimentales
fueron sometidos a estrés mediante el procedimiento de TP, de los cuales uno no recibio
tratamiento (vehiculo), otro recibié CP-154,526 y el Gltimo propranolol. Por otra parte,
los otros 3 grupos no fueron sometidos al estimulo estresante y recibieron, al igual que en

el caso anterior, vehiculo, CP-154,526 o propranolol.
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Control Tail Pinch (TP)
morfina + naloxona + vehiculo morfina + naloxona + vehiculo + TP
morfina + naloxona + CP-154,526 morfina + naloxona + CP-154,526 + TP
morfina + naloxona + propranolol morfina + naloxona+ propranolol + TP

Tabla 6. Grupos experimentales. TP: Tail pinch.

3.3.2. Fase Conductual

Para el estudio comportamental, se utiliz6 un modelo animal denominado CPA,
en el que los animales asocian un ambiente especifico con los efectos aversivos del
sindrome de abstinencia a morfina, inducido mediante la administracion de Nx
(antagonista opioide) a ratones dependientes de morfina. En este modelo se mide el

tiempo que los animales se distribuyen por cada compartimento (Carboni y Vacca, 2003).

La caja de condicionamiento en la que se realiza el test de CPA consiste en dos
compartimentos rectangulares policarbonados (longitud, 20 cm; anchura, 18 cm; altura,
25 cm), separados 4 cm uno del otro, ambos accesibles por un area exterior rectangular
de cloruro de polivinilo (longitud, 20 cm; anchura, 7 cm; altura, 25 cm). Para diferenciar

los tres compartimentos, se utilizan sefiales visuales y de textura (Figura 11).

Figura 11. Aparato de condicionamiento de plaza utilizado para la realizacion del CPA.
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Los tres compartimentos que constituyen el sistema estan conectados a un
ordenador con un software especifico que mide el tiempo que pasa el animal en cada uno
de ellos (CPP Win 2.9 Panlab, Barcelona, Espafa).

El protocolo experimental const6 de seis fases (Figura 12): pre-condicionamiento,
tratamiento farmacoldgico, condicionamiento, post-condicionamiento, extincién y
recaida.

" ool

6
Pre-condicionamiento Tratamiento Condicionameinto Post-condicionamiento Extincién Recaida

Dia 0 Dia 1-4 Dia 4 Dias 5 en adelante...

Figura 12. Fases experimentales asociadas a la fase conductual.

3.3.2.1. Pre-condicionamiento o pre-test (dia 0)

Durante esta fase, los animales tuvieron libre acceso a los dos compartimentos de
la caja de comportamiento durante 15 minutos, midiéndose el tiempo que pasaron los
animales en cada uno de ellos. Se excluyd a aquellos animales que pasaron menos del

25% 0 mas del 75% del tiempo total en alguno de ellos.

3.3.2.2. Tratamiento (dias 1-4)

El tratamiento farmacold6gico consistio en la administracion a los ratones de dosis
crecientes de morfina durante cuatro dias (Figura 13): el primer dia se administr6 10
mg/kg de morfina cada 12 horas; el segundo dia, 30 mg/kg de morfina cada 12 horas; el
tercero, 50 mg/kg cada 12 horas y el ultimo dia se les administré una dosis de 60 mg/kg
de morfina sélo por la mafiana. En cada administracion de morfina se realiz6 un pesaje

de los animales con el fin de usar la dosis adecuada.

Este patron de administracion de morfina mediante dosis ascendentes se ha usado
extensamente para estudiar la tolerancia y dependencia a opioides en nuestro laboratorio
(Garcia-Carmona, 2015).
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Dias 1-4: tratamiento con mofina

| Dial Dia 2 Dia3 | Dia 4

l 10mgKeg ~ 30mgKeg " 50mgKg ! 60 mg/Kg + Nx ImgKg
cada 12h

Figura 13. Esquema de la fase de tratamiento.

3.3.2.3. Condicionamiento (dia 4)

Una hora después de la ultima administracién de morfina, se les administré a los
animales una dosis de 1 mg/kg de Nx con el fin de provocarles un sindrome de
abstinencia, e inmediatamente se les introdujo en un compartimento determinado de la
caja de comportamiento (asignado en funcién del tiempo que pasaron en cada uno de ellos
durante el pre-test) durante 18 minutos.

Los ratones, al experimentar la retirada de morfina presentaron sintomas
caracteristicos de abstinencia, tales como temblores, chasquidos de dientes, temblor,

piloereccion, cromodiacricorrea, saltos espontaneos y diarrea.

3.3.2.4. Post-condicionamiento (dia 5)
Esta fase fue realizada un dia después del condicionamiento, de igual forma que
en la fase de pre-test (libre acceso a ambos compartimentos durante 15 minutos). Se midio

de nuevo el tiempo que pasaron los animales en cada una de las camaras.

3.3.2.5. Extincion

La fase de post-condicionamiento se repitié cada 48-72 horas durante 5 a 9
sesiones. La extincion se confirmé cuando no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el tiempo que pasaba el animal en la cAmara donde fue condicionado con

nx con respecto al pre-condicionamiento, es decir, que no existia ya aversion.
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En este estudio, los animales necesitaron entre 15 y 21 dias para conseguir esta
extincion, lo que refuerza la teoria de que los mecanismos moleculares implicado en el
estrés influyen en la memoria a largo plazo (Yahyavi-Firouz-Abadi y See, 2009).

3.3.2.6. Recaida

A las 24 horas de confirmarse la extincion, se indujo la recaida. Para evaluar el
posible papel de los receptores de CRF1 y de los receptores B-adrenérgicos en la recaida
asociada a morfina, tras la exposicion a un fenémeno fisico estresante, los ratones
recibieron una inyeccion i.p. del antagonista selectivo de los receptores de CRF1, CP-
154,526 (30 mg/kg), o del antagonista de los receptores [3-adrenérgicos, propranolol (10

mg/kg), 30 minutos antes de la induccion del estimulo estresante.

Los animales fueron expuestos a un estimulo estresante de tipo fisico denominado
TP o pinzamiento de cola, que es la zona de mayor sensibilidad del ratén. Esta prueba
antiguamente consistia en un pinzamiento momentaneo (Antelman, 1975), aunque en la
actualidad se refiere a un pinzamiento continuo en el tiempo (Marinelli, 2004; Ribeiro Do
Couto, 2006). En nuestro caso, utilizamos una pinza comdn (Figura 15), durante 15
minutos, para provocar un estimulo fisico desagradable que induce una situacion de

estrés. Los ratones del grupo control (Control TP) no fueron sometidos al TP.

Figura 14. Pinza para pinzamiento de cola.

Posteriormente al TP, se mantuvo a los ratones en su caja durante otros 15
minutos. Por Gltimo, se les realizé un nuevo test de CPA.
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Se realizaron todas las pruebas en una sala distinta a aquella donde se llevo a cabo
el condicionamiento. Este protocolo posibilita considerar una plaza no contingente en

lugar del sitio previo donde se administraron las inyecciones de condicionamiento.

3.4. PREPARACION DE LA MUESTRA Y WESTERN BLOT
Los ratones fueron sacrificados mediante dislocacién cervical, y se realizé de
forma protocolizada la extraccion del cerebro, que fue almacenado inmediatamente en un

congelador a una temperatura de -80°C.

El cerebro fue cortado en secciones de 500 micras mediante un criostato a -11°C
y con un mantenimiento de frio en la muestra de -10°C, aproximadamente, empezando

por la realizacion de cortes de 50 micras hasta alcanzar el area de interés.

Se realizaron micropunches de 1 mm?en las secciones cerebrales que contenian
los nucleos de interés (NAc, BNST, CeA, PVN, BLA, DG, VTA) (Figura 16). Estos
fueron conservados en una solucion previamente preparada compuesta por:
dodecilsulfato sédico (SDS), tampon fosfato salino (PBS), inhibidores de proteasa e
inhibidores de fosfatasa. EI SDS actua desnaturalizando las proteinas al romper los
enlaces no covalentes que las mantienen unidas, lo que resulta en la pérdida de su
estructura nativa.
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Figura 15. Nucleos cerebrales de estudio. Modificada de Atlas de Paxinos y Watson, 2006.

Las muestras se homogeneizaron en un vortex durante 1-5 minutos.
Seguidamente, fueron sonicadas en un bafio de ultrasonidos durante 1 minuto. A
continuacion, se introdujeron los tubos en una centrifuga Sigma 3K30 durante 10
minutos, a una velocidad de 10.000 revoluciones por minuto, y 4°C. Finalmente, se
recogio el sobrenadante y se almacend a -80°C hasta la posterior determinacion de

proteinas.

La determinacion de la cantidad de proteina total en cada muestra se realizd
siguiendo el método del acido bicinconinico propuesto por Wiechelman y cols. (1988).
Para ello, preparamos tubos de ensayo que contenian un volumen de 2102.5 pl: 2 ml de
reactivo analitico diluido (RAD), compuesto por acido bicinconinico, sulfato de cobre y
agua miliQ; 100 ml de PBS y 2.5 ul de muestra. Preparamos una recta patron con
cantidades conocidas de albumina sérica bovina (BSA): 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 y
30 pl.

Los tubos de ensayo se introdujeron en un bafio a 37°C durante 30 minutos, y
posteriormente se mantuvieron 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
este tiempo se midid la absorbancia de cada muestra en un espectrofotometro

Spectronic® 20 Genesys™,

Se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para ello,
en primer lugar, se prepard un gel separador, conteniendo agua miliQ, tampon separador,
acrilamida 30%, SDS 10%, persulfato amonico, y TEMED; y un gel concentrador,
compuesto por los mismos componentes que el separador, excepto el tampén separador,
que fue sustituido por un tampdn concentrador, y en el que se cargaron las muestras,
Antes de gelificar, introdujimos un peine de plastico para formar las calles en las que se

depositaran posteriormente las muestras.

El volumen méaximo de muestra que se cargd en cada calle fue de 25 pl. Las
muestras diluidas utilizadas en este trabajo tuvieron una concentracion de 10 pg por calle.
En la ultima calle se cargo el control de proteinas estandar Invitrogen MagicMark™ XP
(Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) con proteinas de pesos moleculares conocidos

para tener una referencia a la hora de identificar la proteina problema.
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Una vez cargadas todas las muestras en sus respectivas calles, se llevo a cabo la
electroforesis a 200 V en tampon de recorrido, durante el tiempo necesario hasta que el
frente de proteinas avanzo lo suficiente. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de difluoruro de polivinildieno (PVDF,
Bio-Rad Laboratory, Teknovas, Bilbao, Espafia) previamente tratada para hacerla mas
hidréfila. Para ello, se sumergieron 15 segundos en metanol, 2 minutos en agua milliQ y
15 minutos en tampon de transferencia. Tras ello, se monta la transferencia en el mismo

recipiente usado para la electroforesis.

Realizamos la modalidad de transferencia humeda, para lo que se prepard un
montaje en “sandwich” (esponja-filtro-gel-membrana-filtro-esponja) que se sumergié en
tampdn de transferencia. Posteriormente, se conecto6 el aparato a 100 V, durante 1 hora, dentro

de una cdmara frigorifica y manteniendo agitacién constante.

Se procedio al blogueo de la membrana para evitar uniones inespecificas en la
inmunodeteccion, mediante la incubacion durante 1 hora con BSA al 1% en tampon tris
buffer salino-Tween 20 (TBS-T). A continuacion, se incubaron las membranas con los
siguientes anticuerpos especificos: pERK (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) y pCREB
(1:750, Santa Cruz Biotechnology). Las membranas se dejaron incubando toda la noche
a4°C.

Posteriormente, se hicieron tres lavados de 10 minutos con TBSy, a continuacion,
las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario, marcado con la enzima
peroxidasa y contra la especie en la que se ha producido el primario. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos secundarios: anti-mouse (A11004, Invitrogen) y anti-rabbit
(31234, Invitrogen), que se incubaron en el mismo tampdn de bloqueo a una dilucién de

1:5000 durante 1 hora, con agitacion.
Finalmente, se realizaron otros tres lavados de 10 minutos en TBS-T.

La inmunorreactividad se detectdé mediante un kit de quimioluminiscencia/
quimiofluorescencia (ECL, Amersham Ibérica, Madrid, Espafia) y se visualizo mediante
un escaner de imagen Image Quant LAS-500 (GE Healthcare Europe GmbH). A
continuacion, se midié la intensidad de las bandas con respecto a las muestras control
mediante densitometria. Los valores fueron normalizados con respecto al fondo con el

programa Alphalmager 2200 (Alpha Innotech).
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Por ultimo, se procedié a realizar un stripping o desnudamiento de la membrana en
tampdn de desnudamiento (glicina 25 nM, SDS 1%, pH2) y a la incubacion de la misma
con el anticuerpo primario frente a GAPDH (1:5000, Cell Signaling, Leiden, Holanda),

que se utilizé como control de carga.

Las proteinas de estudio se identificaron segun su peso molecular: pERK1 (44 KDa),
pPERK2 (42 KDa), pCREB (48 KDa), y GAPDH (37 KDa).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

En cada uno de los grupos experimentales se calculd la media aritmética con su
correspondiente error estandar (SEM). Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de
una via seguido de un post-hoc test denominado Newman-Keuls. Para comparar dos

grupos experimentales se uso el test de la t de Student no pareada.

También se realizo la medida mediante el analisis ANOVA de dos vias, con el fin
de comprobar la influencia que presentan los tratamientos farmacolégicos (vehiculo, CP-
154,526 y propranolol), el estimulo estresante (TP) y la interaccion entre ambos sobre la
fosforilacion de las distintas proteinas de estudio (ERK1/2 y CREB).

Estos datos fueron analizados mediante el programa estadistico GraphPad Prism
9 statistical package (Graph Pad Software Inc., San Diego, California, USA).

Consideramos significativas diferencias con un valor de p<0.05.



4. RESULTADOS
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4.1. PAPEL DEL TP EN LA RECAIDA ASOCIADA A MORFINA EN
RATONES PREVIAMENTE TRATADOS CON CP-154,526 O
PROPRANOLOL

4.1.1. Aversion condicionada de plaza en ratones dependientes de morfina

En primer lugar, estudiamos los efectos aversivos precipitados tras la
administracion de Nx en ratones dependientes de morfina, mediante el modelo conductual
animal de CPA.

Los resultados obtenidos tras el andlisis estadistico mediante una ANOVA de una
via seguida de un test post-hoc de Newman-Keuls, mostraron que existen diferencias
significativas (p<0.01) entre el tiempo que pasaron los ratones en el compartimento
asociado a la Nx durante el pre- y el post-condicionamiento (F=22.83; p<0.001) (Figura
16).
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Figura 16. Aversion condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de pre-condicionamiento y post-condicionamiento. Se midi6 el tiempo que pas6 el animal en el
compartimento asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media £ SEM. **p<0.01 vs Pre-
C. Pre-C: pre-condicionamiento. Post-C: post-condicionamiento. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch.

CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n= 8-16.
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4.1.2. Extincion de la aversion condicionada de plaza en ratones dependientes

de morfina

Como continuacion del objetivo anterior, estudiamos la extincion de los efectos

aversivos precipitados por la Nx en ratones tratados crénicamente con morfina.

Los animales tardaron entre 15 y 21 dias en experimentar la extincion de la

aversion (Figura 17), como se ha comentado previamente en los métodos.

Extincién Aversion
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Figura 17. Dias trascurridos hasta la extincion del CPA. CTP SF: control sin farmaco. CTP CP:
control CP-154,526. CTP Pr: control propranolol. SF: sin farmaco. CP: CP-154,526. Pr: propranolol.

Nuestros resultados muestran que no existen diferencias significativas en el
tiempo que pasaron los animales en la camara donde sufrieron aversion durante la
extincion con respecto a los valores previos a la administracion de Nx (pre-
condicionamiento) (F=1.099; p=0.3735) (Figura 18).
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Figura 18. Aversién condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de pre-condicionamiento y extincion. Se midio el tiempo que paso el animal en el compartimento
asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media = SEM. Pre-C: pre-condicionamiento. Ext:
extincion. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx:

naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en el tiempo que pasaron
los animales en el compartimento asociado a la Nx durante la extincion, al compararlo
con los valores obtenidos durante el post-condicionamiento (F=9.766; p<0.001) (Figura
19).
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Figura 19. Aversién condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de post-condicionamiento y extincion. Se midié el tiempo que paso el animal en el compartimento
asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media £ SEM. **p<0.01, vs Post-C. Post-C: post-
condicionamiento. Ext: extincion. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr:
propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

4.1.3. Papel del TP en la recaida asociada a morfina en ratones previamente

tratados con CP-154,526 o propranolol

Nuestros resultados muestran que la induccién de un estimulo estresante, como es
TP, provoca la recaida en el comportamiento de los ratones objeto de estudio, medida
mediante el test de CPA. Asi, se observaron diferencias significativas entre el tiempo que
paso el raton en el compartimento asociado a la Nx en el grupo Mor+Nx+Veh que
experimento la situacion de estrés durante la recaida y en este mismo grupo durante el
pre-condicionamiento (F=5.022; p<0.001) (figura 20).
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Figura 20. Aversion condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de pre-condicionamiento y recaida. Se midi6 el tiempo que paso6 el animal en el compartimento
asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media + SEM. **p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP,
Pre-C). Pre-C: pre-condicionamiento. Rec: recaida. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-

154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

A continuacion, comparamos el tiempo que pasaron los ratones en la cadmara
asociada a la Nx después de la aplicacion del estimulo fisico, con respecto al tiempo que
pasaron después de haber experimentado aversion, obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas entre ambos momentos (p<0.01) en todos los grupos
excepto en los animales del grupo Mor+Nx+Veh que experimentaron la situacion de

estrés (Figura 21).

Por ultimo, comparamos el tiempo que pasaron los ratones en el compartimento
asociado a la Nx después de la aplicacion del estimulo fisico, con respecto al tiempo que
pasaron tras la extincion del comportamiento aversivo, obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas entre ambos momentos (p<0.05) en el grupo

Mor+Nx+Veh que experiment6 la situacion de estrés (Figura 22).
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Figura 21. Aversién condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de post-condicionamiento y recaida. Se midid el tiempo que pasé el animal en el compartimento
asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media + SEM. **p<0.01, vs Post-C. Post-C: post-
condicionamiento. Rec: recaida. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol.

Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.
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Figura 22. Aversion condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de recaida y extincion. Se midio el tiempo que paso el animal en el compartimento asociado a la
naloxona. Los datos se representan como la media + SEM. *p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (TP, extincidn). Ext:

extincion. Rec: recaida. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor:

morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.
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Las figuras 23 y 24 muestran el tiempo que los animales de los diferentes grupos
experimentales pasaron en el compartimento asociado a la Nx durante todas las etapas
del paradigma de CPA (pre-condicionamiento, post-condicionamiento, extincion y
recaida). Para simplificar las mismas, se muestran Unicamente las diferencias
significativas entre el grupo Mor+Nx+Veh en animales sometidos a TP durante la
extincion y tras la recaida. Asi, mediante la realizacion de un anélisis estadistico ANOVA
de una via observamos que los ratones que recibieron el estimulo fisico y no fueron
administrados con ningan farmaco antagonista pasaron un tiempo significativamente
inferior (p<0.05) en la camara durante la recaida. Sin embargo, los animales que fueron
administrados con el antagonista selectivo del receptor CRF1, CP-154,526, y los que
recibieron el propranolol, no experimentaron diferencias significativas respecto a los

animales control que no recibieron ese estimulo estresante de tipo fisico.
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Figura 23. Aversion condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante las
etapas de pre-condicionamiento, post-condicionamiento, extincion y recaida. Se midio el tiempo que pasé
el animal en el compartimento asociado a la naloxona. Los datos se representan como la media + SEM.
*p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (TP) durante la extincién. Pre-C: pre-condicionamiento. Post-C: post-
condicionamiento. Ext: extincién. Rec: recaida. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526.

Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.
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Figura 24. Aversion condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina en los
diferentes grupos experimentales. Se midio el tiempo que pasé el animal en el compartimento asociado a
la naloxona. Los datos se representan como la media £ SEM. *p<0.05 vs. Mor+Nx+Veh (TP) durante la
extincion. Pre-C: pre-condicionamiento; Post-C: post-condicionamiento. Ext: extincidn; Rec: recaida. CTP:
control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh:

vehiculo. n=8-16.

Estos resultados fueron analizados mediante ANOVA de dos vias con la finalidad
de conocer la influencia de la exposicién a estrés y del tratamiento farmacolégico recibido
en la aparicion de recaida, medida mediante el tiempo que permanecieron en el
compartimento en el que recibieron Nx. Nuestros resultados no mostraron influencia del
tratamiento farmacologico recibido por los animales [F (1, 26) = 0,5846; p=0,4514]. En
cambio, si observamos que la exposicion a estrés fisico produjo una fuerte influencia en
los resultados [F (1, 26) = 17,52; p=0,0003]. Por ultimo, nuestros datos no indican la
existencia de interaccion entre el tratamiento farmacoldgico y la exposicion al TP en la

aparicion de recaida al estado aversivo en estos ratones [F (1, 26) = 0,2084; p=0,6519].
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En la figura 25 se muestra como la administracion de CP-154,526 y propranolol
en los animales sometidos a TP aumento significativamente el tiempo que paso el animal
en el compartimento asociado al estimulo aversivo en el momento de la recaida,
comparado con el grupo que sufrié TP, pero no recibid ninguno de estos farmacos (p>0.05

y p<0.01, respectivamente).
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Figura 25. Aversién condicionada de plaza (CPA) en animales tratados con morfina durante la
etapa de recaida. Se midié el tiempo que pasé el animal en el compartimento asociado a la naloxona. Los
datos se representan como la media £ SEM. *p<0.05, ++p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP). CTP: control Tail

Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-
16.

4.1.4. Cuantificacion de la actividad locomotora de los animales durante la
expresion del CPA, extincion y recaida
Otro objetivo de este estudio ha sido cuantificar la actividad locomotora de los

animales mediante el registro del nimero de cruces entre compartimentos que realizan

estos durante la expresion de CPA y durante su extincion y la recaida posterior inducida

por estrés.
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4.1.4.1. Numero de cruces durante la expresion de CPA

Nuestros resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el
numero de cruces entre compartimentos realizados durante el pre-condicionamiento entre
los distintos grupos experimentales (Figura 26). Sin embargo, el anélisis ANOVA de una
via seguido del test post hoc de Newman-Keuls mostro que la administracion de Nx a
animales dependientes de morfina indujo una disminucion significativa de los cruces que
realizaron los animales de estudio respecto a los observados durante el pre-test (F=17,11;
p<0.001).
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Figura 26. NUmero de cruces entre los compartimentos de puntos y rayas durante el post-
condicionamiento y el pre-condicionamiento. Los datos se representan como la media + SEM. **p<0.01 vs
Pre-C. Pre-C: pre-condicionamiento. Post-C: Post-condicionamiento CTP: control Tail Pinch. TP: Tail
Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

4.1.4.2. Numero de cruces durante la extincion

Los resultados obtenidos tras analizar mediante ANOVA de una via los cruces
que realizaron los ratones entre compartimentos una vez extinguida la aversion al
compartimento en el que habian recibido Nx, respecto al pre-condicionamiento, nos
muestran gue no existen diferencias significativas (p>0.05) en el nUmero de cruces entre

los distintos grupos experimentales (Figura 27).
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Figura 27. Namero de cruces entre los compartimentos de puntos y rayas durante la extincion de
la aversion y el pre-condicionamiento. Los datos se representan como la media £+ SEM. Pre-C: pre-
condicionamiento; Ext: extincién. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr:

propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

Seguidamente, se compar6 también el nimero de cruces realizado por los ratones
una vez se habia extinguido la aversion al compartimento asociado a la NX, respecto al
post-condicionamiento. Nuestros resultados muestran que el nimero de cruces totales fue
significativamente mayor durante el periodo de extincién (p<0.05 y p<0.001) en todos

los grupos experimentales.
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Figura 28. NUmero de cruces entre los compartimentos de puntos y rayas durante la extincién de
la aversion y el post-condicionamiento. Los datos se representan como la media £ SEM. Post-C: post-

condicionamiento. Ext: extincion. *p<0.05, **: p<0.01 vs Post-C. n=8-16.

4.1.4.3. Numero de cruces durante la recaida

Finalmente, los datos referentes a los cruces realizados por los animales en el
momento de la recaida asociada a morfina respecto a los cruces en el momento de la
extincién de la aversion nos muestran que hay una disminucion estadisticamente
significativa durante la recaida (p<0.05) en el grupo de Mor+Nx+Veh que experimento
la situacion estresante durante la extincion, sin diferencias en el resto de grupos

experimentales (Figura 29).
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Figura 29. Numero de cruces entre los compartimentos de puntos y rayas durante la extincion de
laaversiény larecaida. Los datos se representan como la media + SEM. *p<0.05 vs extincién. Rec: recaida.
Ext: extinciéon. CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina.

Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=8-16.

4.2. EVALUACION DE LA EXPRESION DE pERK1/2 Y pCREB EN CeA,
NAc, BNST, BLA, PVN, VTA Y DG TRAS LA RECAIDA INDUCIDA POR
TP

Ya que es conocido que la adiccion, el estrés y la memoria comparten mecanismos
de modulacién, nuestro siguiente objetivo fue investigar los posibles cambios
moleculares que se originan en los sistemas del estrés hipotaldmico y extrahipotalamico,
y en los sistemas mesocorticolimbico dopaminérgico y limbico durante la recaida
inducida por TP. Para ello, utilizamos la técnica del western blot para determinar la
expresion de las proteinas pERK1/2 y pCREB a nivel de distintos nucleos cerebrales de

los sistemas mencionados.

4.2.1. Expresion de pERK1/2 y pCREB en CeA tras la recaida inducida por TP

La ANOVA de doble via sobre la expresion de pERK1 en CeA mostro influencia
del tratamiento farmacoldgico [F (2,26) = 3.808; p=0.0355] pero no del estimulo
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estresante [F (1,26) = 0.8514; p=0.3646], asi como una interaccion entre el tratamiento
farmacoldgico y el estimulo estresante [F (2,26) = 3.808; p=0.0355]. Como podemos
observar en la figura 30A, nuestros resultados muestran que se produjo un aumento en la
fosforilacion de ERK1 en los animales a los que se les indujo TP y que no fueron previamente

tratados con ningun farmaco, aumento que fue antagonizado por la administracion de CP-
154,526 y propranolol (p<0.01).

Resultados similares se obtuvieron respecto a la fosforilacion de ERK2 (Figura
30B). Asi, realizando el estudio ANOVA de dos vias observamos un efecto significativo
del tratamiento farmacolodgico [F (2,23) = 6.858; p=0.046], aunque no asi para el estimulo
estresante [F (1,23) = 0.6915; p=0.4142]. Si que se observa una interaccién entre ambos
[F (2,23) = 4.254; p=0.0268]. Mediante el analisis post hoc observamos un aumento en la
fosforilacion de ERK2 en el grupo Mor+Nx+Veh (TP), que fue antagonizado por CP y
propranolol (p<0.01 y p<0.05, respectivamente).

Con respecto a la fosforilacion de CREB en CeA (figura 30C), medida mediante
el anélisis ANOVA de dos vias, observamos unicamente influencia del tratamiento
farmacoldgico [F (2,19) = 3.571; p=0.0482], pero no del estimulo estresante [F (1,19) =
0.7498; p=0.3973], ni interaccion estadisticamente significativa entre ambos [F (2,19) =
3.369; p=0.0560]. Mediante ANOVA de una via, encontramos un aumento en la
expresion de pCREB en el grupo Mor+Nx+Veh (TP), mientras que los grupos de
animales que recibieron CP-154,526 y propranolol disminuyeron significativamente

(p<0.05) este incremento. No observamos diferencias significativas en los grupos control.
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Figura 30. Expresion de pERK1/2 (A 'y B) y pCREB (C) en amigdala central (CeA) tras la recaida
asociada a TP. La inmunorreactividad correspondiente a pERK1/2 y pCREB se expresa como el porcentaje
de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor. *p<0.05.
+p<0.05, **p<0.01. ++p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP); &&p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (CTP). CTP: control
Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo.
n=4-8.

4.2.2. Expresion de pERK1/2 y pCREB en NAc tras la recaida inducida por TP

Los datos obtenidos mediante el analisis ANOVA de dos vias nos muestran una
influencia del tratamiento farmacoldgico sobre la fosforilacion de ERK1 en NAc [F (2,20)
= 4.686; p=0.0214] mientras que no muestra un efecto estadisticamente significativo del
estimulo estresante [F (1,20) = 0.9573; p=0.3396], ni en la interaccion entre ambos [F
(2,20) = 1.010; p=0.3821].

El analisis post hoc indicO que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos de estudio (figura 31A).

Con respecto a pERK2, el ANOVA de dos vias indico la influencia del tratamiento
farmacologico [F (2,26) = 23.34; p<0.0001], mientras que esta no se encontrd para el
estimulo fisico [F (1,26) = 1.579; p=0.2221], ni se observo la interaccion entre ellos [F

(2,26) = 0.007339; p=0.9927]. Los resultados obtenidos mediante el analisis ANOVA
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seguido del test de Newman-Keuls (Figura 31B) indican que existe un aumento
significativo (p=0.05) de la fosforilacion de ERK2 en los animales que han recibido
estimulo fisico y vehiculo frente a su control, que fue antagonizado en los grupos que
fueron administrados con propranolol (p<0.01) o CP-154,526 (p<0.01). No observamos
diferencias de los grupos con sus controles.

El estudio de la influencia del TP y del tratamiento farmacoldgico en la expresion
de pCREB, medido mediante ANOVA de dos vias, nos indica que existe una influencia
estadisticamente significativa de la aplicacion o no del estimulo estresante [F (1,19) =
6.491; p=0.0197]. Sin embargo, no encontramos repercusion del tratamiento cronico [F
(2,19) = 1.083; p=0.3585]. Tampoco observamos esta diferencia para la interaccion entre
ambos [F (2,19) = 2.625; p=0.0985]. Nuestros resultados para el estudio comparativo
entre grupos (Figura 31C), medido mediante ANOVA de una via, no mostraron

diferencias significativas en la expresion de pCREB entre los distintos grupos de estudio.
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Figura 31. Expresion de pERK1/2 (A 'y B) y pCREB (C) en nucleo accumbens (NAc) tras la
recaida asociada a TP. La inmunoreactividad correspondiente a pERK1/2 y pCREB se expresa como el

porcentaje de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor.
**p<0.01, ++p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP), &p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (CTP). CTP: control Tail Pinch.
TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=3-8.

4.2.3. Expresion de pERK1/2 y pCREB en BNST tras la recaida inducida por TP

Medimos mediante un ANOVA de dos vias la relacion existente entre los distintos
factores que influyen en la fosforilacibn de ERK1 en BNST. Observamos que el
tratamiento farmacoldgico con CP-154,526 y propranolol tiene influencia [F (2,25) =
5.723; p=0.0093] sobre los resultados. Por otro lado, el estimulo estresante (F (1,25) =
1.847; p=0.1868) no muestra una influencia significativa, asi como tampoco la
interaccién entre ambos [F (2,25) = 2.845; p=0.0779]. En la figura 32A observamos un
aumento de la fosforilacion de ERK1 en el grupo Mor+Nx+Veh (TP) respecto al grupo
control (p<0.01). Ademas, el analisis ANOVA de una via, seguido del test de Newman-
Keuls mostrd que la administracion de propranolol o CP-154,526 induce una disminucion
significativa en la expresion de esta proteina (p<0.01). No encontramos diferencias

significativas en el resto de grupos entre si.

Respecto a la expresion de pERK2 en BNST, el analisis ANOVA de dos vias

lanza resultados similares a los de las pERK1, observando la influencia del tratamiento
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farmacologico [F (2,27) = 13.45; p=0.0001] y no la del estimulo estresante [F (1,27) =
3.732; p=0.0648]. La interaccion entre ambos si fue significativa [F (2,27) = 4.002;
p=0.0311].

Nuestros resultados para la fosforilacion de ERK2 en BNST (Figura 32B)
muestran que existe un aumento significativo en el grupo que recibid el estimulo
estresante y vehiculo con respecto a su control (p<0.01), al igual que con aquellos que
fue antagonizado en los grupos sometidos a TP que fueron inyectados con los antagonistas

de CRF1R y del receptor B-adrenérgico (p<0.01).

Por su parte, al medir mediante ANOVA de dos vias la influencia de los distintos
tratamientos en la fosforilacion de CREB en BNST, observamos que los tratamientos
farmacoldgicos presentan una influencia significativa [F (2,18) = 6.838; p=0.0062] sobre
esta expresion. Por el contrario, el estimulo fisico [F (1,18) =0.03308; p=0.8577], es decir,
la aplicacion o no de TP, y la interaccion entre ambos [F (2,18) = 1.014; p=0.3825], no

presenta una influencia significativa.

Tras la realizacion del analisis ANOVA de una via (Figura 32C) para estudiar la
expresion de pPCREB en BNST, observamos que los animales experimentan un aumento,
aunque no significativo, cuando son sometidos al estimulo fisico y han sido inyectados
con vehiculo, con respecto a su control. El propranolol y CP-154,526 bloquearon este

aumento (p<0.05).
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Figura 32. Expresion de pERK1/2 (A 'y B) y pCREB (C) en nicleo de la estria terminal (BNST)
tras la recaida asociada a TP. La inmunoreactividad correspondiente a pERK1/2 y pCREB se expresa-como
el porcentaje de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del
valor. *p<0.05, **p<0.01, +p<0.05, ++p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP). CTP: control Tail Pinch. TP: Tail
Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=3-8.

4.2.4. Expresion de pERK1/2 y pCREB en BLA tras la recaida inducida por TP

Los datos obtenidos mediante ANOVA de dos vias para la fosforilacion de ERK1
en BLA nos muestran que existe una influencia en la aplicacion del estimulo estresante
sobre los animales objetos de estudio [F (1,22) = 5.225; p=0.0323] mientras que los
tratamientos farmacoldgicos no [F (2,22) = 0.6699], asi como tampoco la interaccion
entre ambos [F (2,22) = 0.5327; p=0.5944].

Por otro lado, el analisis ANOVA de dos vias para el estudio de la influencia de
los tratamientos farmacoldgicos y el estimulo estresante en la fosforilacion de ERK2 en
BLA muestran que la administracién de los tratamientos farmacoldgicos si presentan una
influencia significativa [F (2,22) = 3.931; p=0.0347]. No ocurre asi con la aplicacién del
estimulo fisico [F (1,22) = 0.5116; p=0.4820], ni con la interrelacion entre ambos [F
(2,22) = 0.8504; p=0.4408].
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Con respecto a la fosforilacion de CREB en este ndcleo, no encontramos
influencia de los tratamientos farmacolégicos [F (2,24) = 0.5401; p=0.5896], de TP [F
(1,24) = 1.211; p=0.2821] o de la interaccion entre ellos [F (2,24) = 3.094; p=0.0637].

Nuestros resultados para la expresion de proteinas pERK1, pERK2 y pCREB en
BLA, medida mediante el post-hoc test de Newman-Keuls, nos muestran que no existen

diferencias significativas entre los distintos grupos estudiados (Figuras 33A, 33B y 33C).
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Figura 33. Expresion de pERK1/2 (A y B) y pCREB (C) en amigdala basolateral (BLA) tras la
recaida asociada a TP. La inmunorreactividad correspondiente a pERK1/2 y pCREB se expresa como el
porcentaje de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor.

CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona.
Veh: vehiculo. n=4-8.

4.2.5. Expresion de pERK1/2 y pCREB en PVN tras la recaida inducida por TP

El estudio de la influencia de los tratamientos farmacoldgicos y la aplicacion o no
de estimulo estresante sobre la fosforilaciéon de la proteina ERK1 en PVN mostré una
influencia significativa de la administracion del tratamiento farmacologico, CP-154,526
y propranolol [F (2,22) = 7.3654; p=0.0036]. Sin embargo, la aplicacién del estimulo
fisico estudiado de forma individual no presenta una influencia significativa [F (1,22) =

2.999; p=0.0973], pero si la interaccion del estimulo fisico y TP [F (2,22) = 11.83;
p=0.0003].

La comparacion de los grupos entre si con el test de Newman-Keuls para la
expresion de pERK1 en TP (Figura 34A) mostrd un aumento en la expresion de la
proteina fosforilada en el grupo que recibié el estimulo fisico y que no fue administrado
con ningun farmaco con respecto a su control (p<0.01). Los grupos sometidos a TP y que
fueron tratados con CP o propranolol presentaron una disminucion significativa en los
niveles de esta proteina al ser comparados con este grupo (p<0.01).
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El analisis mediante ANOVA de dos vias para la fosforilacion de ERK2 en PVN
nos muestra que la aplicacion de estimulo estresante [F (1,22) = 4.887; p=0.0378]
presenta una influencia significativa sobre esta fosforilacion. De igual forma,
encontramos una influencia estadisticamente significativa en la aplicacion del tratamiento
farmacologico [F (2,22) = 7.596; p=0.0031]. También, la interaccion entre ambos factores

presenta caracteristicas influyentes sobre este proceso [F (2,22) = 11.42; p=0.0004].

Nuestros resultados tras la aplicacion del test de Newman-Keuls para la expresion
de pERK2 en PVN nos muestran que, al igual que para pERK1, el grupo administrado
con vehiculo y expuesto a estrés presenta un aumento en la fosforilacion de esta proteina
con respecto a su grupo control (p<0.01). Los grupos que fueron administrados con CP-
154,526 y propranolol no presentaron este aumento con respecto a sus controles, pero si
con respecto al grupo Mor+Nx+Veh (TP) (p<0.01) (Figura 34B).

Respecto a la fosforilacion de CREB en PVN, el ANOVA de dos vias muestra
influencia de los tratamientos farmacoldgicos [F (2,21) = 11.49; p=0.0004], del estimulo
fisico [F (1,21) = 6.158; p=0.0216] y de la interaccion entre ellos (F (2,21) = 7.547,
p=0.0034].

Asimismo, observamos un aumento significativo en la fosforilacion de CREB en
PVN en el grupo de estudio sometido a estrés y que no recibié vehiculo (p<0.01) frente a
su grupo control, aumento que fue antagonizado por CP y propranolol (p<0.01) (Figura
34C).
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Figura 34. Expresion de pERK1/2 (A 'y B) y pCREB (C) en nlcleo paraventricular (PVN) tras la
recaida asociada a TP. La inmunorreactividad correspondiente a pERK1/2 y pCREB se expresa como el
porcentaje de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor.
**p<0.01. ++p<0.01 vs Mor+Nx+Veh (TP); &&p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (CTP). CTP: control Tail Pinch.
TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=4-8.

4.2.6. Expresion de pERK1/2 y pCREB en VTA tras la recaida inducida por TP

Los resultados obtenidos mediante ANOVA de dos vias nos indican que los
tratamientos farmacoldgicos muestran una influencia estadisticamente significativa sobre
la fosforilacion de ERK1 en VTA [F (2,21) = 22.60; p=0.0001]. También encontramos
que no existe una influencia directa de los estimulos a los que han sido sometidos los
animales [F (1,21) = 4.020; p=0.0580] sobre esta fosforilacion. Si que encontramos
influencia estadisticamente significativa en la relacion entra ambos factores [F (2,21) =
3.541; p=0.0473].

Por otro lado, los resultados obtenidos para la fosforilacion de ERK1 en VTA nos
muestran diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio. Desplegando el
test de comparacion maltiple de Newman-Keuls, encontramos un aumento significativo
en la expresion de pERKL1 en el grupo que ha recibido estimulo fisico y no ha sido
administrados con tratamiento con respecto a su grupo control (p<0.01) (Figura 35A). Se
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puede observar, también, que los grupos fueron antagonizados farmacoldgicamente con

propranolol y CP-154,526 disminuyeron este incremento (p<0.01).

La realizacion de ANOVA de dos vias para el estudio de la influencia de los
distintos tratamientos a los que han sido sometidos los animales sobre la fosforilacion de
ERK2 en VTA nos muestra que tanto el estimulo estresante [F (1,23) = 5.986; p=0.0225],
los tratamientos farmacoldgicos [F (2,23) = 15.25; p<0.0001], asi como la interaccién
entre ambos [F (2,23) = 3.766; p=0.0385] presentan una influencia estadisticamente

significativa en este proceso.

Ademas, el ANOVA de una via muestra un aumento de la fosforilacién de ERK2
en el grupo Mor+Nx+Veh (TP) con respecto a su grupo control (p<0.01). En aquellos
animales que recibieron el estimulo estresante, asi como CP-154,526 y propranolol, se

antagonizé este aumento (p<0.01) (Figura 35B).

Al igual que con pERKZ2, el estudio mediante ANOVA de dos vias muestra la
influencia de los tratamientos farmacoldgicos [F (2,23) =22.20, p<0.001], la aplicacion
de TP [F (1,23) = 12.57; p=0.0017], asi como la relacion entre ambos [F (2,23) = 4.666,
p=0.0199] sobre la expresion de pCREB en VTA.

El analisis ANOVA de una via también nos muestra que los animales sometidos
a estrés y que recibieron vehiculo presentan un aumento significativo en la expresion de
pPCREB en VTA con respecto al grupo que no sufrio estrés (p<0.01). Por su parte, los
grupos que si recibieron los antagonistas propranolol y CP-154,526 (p<0.01)
experimentaron un descenso significativo en la fosforilacion de esta proteina con respecto
al grupo que recibié el estimulo y no fue administrado con estos farmacos. Finalmente,
los animales que no recibieron estimulo estresante no experimentaron aumento en esta

fosforilacion (Figura 35C).
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Figura 35. Expresion de pERK1/2 (A'y B) y pCREB (C) en area tegmental ventral (VTA) tras la
recaida asociada a TP. La inmunorreactividad correspondiente a pPERK1/2 y pCREB se expresa como el

porcentaje de cambio con respecto al valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor.
**p<0.01. ++p<0.01. frente a Mor+Nx+Veh (TP); &&p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (CTP). CTP: control Tail
Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=4-

8.
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4.2.7. Expresion de pCREB en DG tras la recaida inducida por TP

Nuestros resultados, medidos con ANOVA de dos vias, para estudiar la influencia
de los distintos factores de estudio sobre la fosforilacion de CREB en DG, nos muestran
que los tratamientos farmacoldgicos administrados presentan una influencia directa [F
(2,21) = 22.04; p<0.0001] sobre esta fosforilacion. Sin embargo, la aplicacion de un
estimulo fisico estresante no presenta influencia significativa [F (1,21) = 0.2240;
p=0.6409], aunque si la interrelacion entre ambos factores [F (2,21) = 22.04; p=0.0004].

Los resultados obtenidos para los animales que han sido administrados con
vehiculo y que han recibido el estimulo fisico TP muestran un aumento estadisticamente
significativo de la expresion de pPCREB en DG con respecto a su grupo control (p<0.01).
De la misma manera, en la figura 36 observamos un descenso en la fosforilacion de esta
proteina en los grupos que, habiendo recibido estrés, fueron administrados con
antagonistas de los receptores de CRF1 y B-bloqueantes con respecto al grupo que no fue
antagonizado tras el estimulo estresante (p<0.01). No se observaron cambios en los
grupos control.
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Figura 36. Expresion de pCREB en giro dentado (DG) tras la recaida asociada a TP. La
inmunorreactividad correspondiente a pCREB se expresa como el porcentaje de cambio con respecto al
valor control (Mor+Nx+Veh, CTP) definido como el 100% del valor. **p<0.01, ++p<0.01 vs
Mor+Nx+Veh (TP); &&p<0.05 vs Mor+Nx+Veh (CTP). CTP: control Tail Pinch. TP: Tail Pinch. CP: CP-

154,526. Pr: propranolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. Veh: vehiculo. n=4-8.
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4.2.8 Resumen de las variaciones de la expresion de pERK1/2 y pCREB en los

distintos nicleos

NUCLEO pERKl pERK?2 pCREB
N 2T T e

NAC

BNST
BLA
VA
VTA

DG

Tabla 6. Tabla resumen en la expresion de pERK1/2 y pCREB en los distintos nicleos objeto de
estudio en los grupos Mor+Nx+Veh (TP) frente a su control Mor+Nx+Veh (CTP), y Mor+Nx+CP (TP) y
Mor+Nx+Pr (TP) frente a Mor+Nx+Veh (TP). 1: aumento significativo, =: no hay diferencias
significativas. CP: CP-154,526. TP: Tail Pinch. Pr: Propanolol. Mor: morfina. Nx: naloxona. VVeh: vehiculo.
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El consumo de sustancias de abuso o drogas supone unos de los mayores
problemas de salud publica en la sociedad actual. Los opiaceos, como la morfina y sus
derivados, son sustancias con una gran capacidad para producir adiccion. En los ultimos
afios se ha visto incrementado el consumo de morfina y de derivados como el fentanilo
(Upp y Waljee, 2020). A nivel nacional, también se ha producido un aumento del
consumo de farmacos opioides con fines analgésicos bajo prescripcion médica (Plan
Nacional sobre Drogas, 2022).

El consumo de drogas lleva al individuo a desarrollar ciertas conductas, como el
aumento de las veces o cantidad de droga que se consume, dejar de dedicar tiempo a otras
actividades para buscar la droga, y otros hechos que derivan en el establecimiento de una
dependencia (DSM-V). Cuando una persona dependiente de drogas no consume, aparece
un estado caracterizado por la presencia de una serie de efectos negativos, conocido como
sindrome de abstinencia, en el que se produce una disminucion de la actividad del sistema
dopaminérgico o de recompensa, y un aumento de los sistemas de estrés hipotalamico,

extrahipotaldmico, noradrenergico y limbico (Koob y Volkow, 2010).

Es conocido que los sintomas negativos asociados al sindrome de abstinencia a
sustancias de abuso contribuyen a la cronificacién en el consumo de las mismas, al deseo
intenso de consumir o “craving” y pueden derivar en una recaida (Koob, 2020), por lo
que es basico poder entender los mecanismos implicados en los comportamientos
afectivos durante este sindrome. Estudios previos han sugerido que los sintomas
negativos del sindrome de abstinencia a nicotina y morfina estan asociados a la aversion
de plaza, hecho que podria motivar el mantenimiento de su consumo (Budzynska y cols.,
2012).

El paradigma de CPA ha sido utilizado en este trabajo para analizar la aversion
inducida por el sindrome de abstinencia a morfina. Este modelo nos ayuda a comprender
la sintomatologia negativa que produce el sindrome de abstinencia tras la administracion
de Nx y posibilita el estudio de los sustratos anatdmicos, farmacoldgicos, genéticos y

moleculares que subyacen en estos fendmenos (Navarro-Zaragozay col., 2021).

La extincion de esta aversion tiene lugar cuando la asociacion se debilita por la
exposicion repetida al estimulo asociado a la abstinencia, pero en ausencia del estimulo
no condicionado, y se completa cuando, al ser posteriormente expuesto el animal, este ya

no evita el contexto asociado al estimulo aversivo. Este proceso necesita de un



Discusion Fco. Javier Teruel Fernandez

aprendizaje asociativo, consolidacion y formacion de una nueva memoria. Entre los
sustratos neuronales que median estos componentes de la adiccién se encuentran
estructuras limbicas como BLA e hipocampo, regiones criticas para el aprendizaje, la

memoria y el comportamiento afectivo (Roozendaal y McGaugh, 2011).

En esta investigacion hemos observado que, animales dependientes de morfina 'y
a los que posteriormente se les ha administrado un antagonista de los receptores opioides,
NXx, pasaron menos tiempo en el compartimento asociado al antagonista opioide con
respecto a la etapa de pre-condicionamiento, lo que indica aversion por dicho
compartimento, es decir, estos ratones evitan aquél lugar en el que han experimentado
una sensacion desagradable. Estos resultados son similares a otros obtenidos por nuestro
y otros laboratorios en diferentes especies de ratones (Garcia-Carmona y cols., 2012,
Martinez-Laorden y cols., 2020, Navarro-Zaragoza y cols., 2021), y demuestran la

presencia de un aprendizaje asociado al efecto aversivo provocado por la Nx.

Estudios en animales han mostrado que los contextos asociados a una droga
pueden provocar una respuesta condicionada (Schroeder y cols., 2000), y que esta
respuesta puede desencadenar, a su vez, una respuesta consciente en el animal, como
cambios en la actividad locomotora (Battisti y cols., 1999). Los resultados de nuestro
estudio muestran una disminucion significativa en el nimero de cruces que realizaron los
animales entre las distintas camaras de la caja de comportamiento durante el post-
condicionamiento, respecto a los observados durante el pre-test. Estos cambios en la
actividad locomotora condicionados por el ambiente donde los ratones recibieron la Nx
estuvieron acompariados por una menor permanencia en este contexto, como se ha
comentado. Nuestros resultados estdn en consonancia con otros estudios que han
mostrado que la respuesta asociada al efecto negativo de una droga, como cambios en la
actividad locomotora, puede desencadenarse por exposicion al contexto asociado a la
droga, pero en ausencia de ella (Kong y cols., 2022).

Existe mucha evidencia cientifica sobre los mecanismos neurobiologicos de la
extincién de la memoria de recompensa (Bernardi y cols., 2006; Sanchis-Segura y
Spanagel, 2006; Moorman y Aston-Jones, 2014), sin embargo poco se sabe acerca de la
extincién de memorias aversivas provocadas por el sindrome de abstinencia a drogas
(Myers y Carlezon, 2010). Nuestros resultados muestran aversion por el compartimento
asociado a la Nx en animales dependientes de morfina hasta el dia 15, que podria ser
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mediada por procesos de consolidacion de la memoria durante el post-condicionamiento.
Estos resultados coinciden con otras investigaciones previas de nuestro laboratorio, donde
los animales tardaron un numero similar de dias en extinguir su comportamiento aversivo
(Garcia-Carmona Yy cols., 2015, Martinez-Laorden y cols., 2020, Navarro-Zaragoza y
cols., 2021). En la actualidad estd ampliamente aceptado que la extincion de los recuerdos
asociados a drogas es necesaria para instaurar un nuevo aprendizaje que borra el
aprendizaje inicial, pero que no produce su olvido. Por esta razon, la extincion de estos
recuerdos no resulta eficaz para reducir la recaida, ni en humanos ni en roedores (Everitt,
2014).

Respecto al numero de cruces realizado por los ratones entre los diferentes
compartimentos de la caja una vez extinguido el comportamiento aversivo, nuestros datos
muestran que el niamero de cruces totales fue significativamente mayor tras la extincion
en todos los grupos experimentales, al compararlo con los datos durante el post-
condicionamiento. Por otra parte, tras la extincion, no se observaron diferencias con los
valores obtenidos en el pre-condicionamiento, es decir, la actividad locomotora volvio a

ser similar a la observada en ausencia del estimulo condicionado.

Estudios realizados en humanos y en modelos animales han evidenciado que el
estrés desempefiaria un papel critico en multiples aspectos de la adiccién, como el inicio
y mantenimiento de la misma (Cleck y Blendy, 2008; Sinha, 2008; Koob, 2008b).
Ademas, el estrés es considerado como un factor determinante de las recaidas en sujetos
que han abandonado el consumo (Sinha, 2007; Martin-Fardon y cols., 2010, Ahrens y
cols., 2018). Aunque desde hace tiempo el estrés se ha venido considerando como un
factor que incrementa la vulnerabilidad a la adiccion, ha sido en los Gltimos afios cuando
se han realizado estudios que han permitido entender algunos de los mecanismos
responsables. Recientemente, se ha propuesto que las experiencias estresantes a las que
se puede ver sometido un individuo, junto con otros factores (circunstancias adversas o
experiencias desagradables, influencias genéticas), pueden desencadenar alteraciones que
incrementan el riesgo de la adiccién (Koob y Le Moal, 2008). Los mecanismos
especificos mas estudiados por los que el estrés incrementa este riesgo incluyen las
modificaciones en la regulacion de los circuitos cerebrales del estrés, especialmente los

sistemas neuronales del CRF, y las vias noradrenérgicas (Laorden y cols., 2002).
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En este estudio hemos utilizado el paradigma de CPA para valorar la posible
implicaciéon de los receptores de CRF1 y [-adrenérgicos en la recaida en el
comportamiento aversivo desencadenada por estrés fisico (TP), un tipo de estrés que se
ha utilizado frecuentemente en estudios relacionados con los desérdenes mentales (Prieto
y cols., 2003; Ribeiro Do Couto y cols., 2006).

Nuestros resultados muestran que durante la recaida inducida por la exposicion a
estrés de tipo fisico (TP) se produce una disminucion del tiempo que el animal pasa en el
compartimento asociado a la Nx, del que probablemente tiene recuerdos negativos,
volviendo a valores similares a los observados durante el post-condicionamiento. Un
estudio aun no publicado de nuestro laboratorio ha mostrado resultados similares tras la
aplicacion de otros tipos de estrés, como es el estrés social o social defeat y el estrés por
inmovilizacion o restraint. Por otra parte, la administracion de CP-154,526 y propranolol,
antagonistas de los receptores de CRF1 y B-adrenérgicos, respectivamente, revirtio este
efecto, lo que sugiere que el CRF1R vy, por tanto, el sistema cerebral del estrés, y la
neurotransmision noradrenérgica a través de sus receptores B, son necesarios para la
recaida en el CPA inducida por estrés en animales que habian extinguido su aversion.
Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos de nuestro y de otros laboratorios
donde se observo que la administracion sistémica de antagonistas de CRF1R (Contarino
y Papaleo, 2005; Stinus y cols., 2005; Valero y cols., 2018) o la delecién del gen
encargado de la produccion de CRF1R (Garcia-Carmona y cols., 2012) disminuye la
aversion de plaza inducida por el sindrome de abstinencia a morfina. En nuestro
laboratorio también observamos que los antagonistas de CRF1R eran capaces de bloquear
los sintomas negativos del sindrome de abstinencia a morfina (Navarro-Zaragoza y cols.,
2010). Ademas, en modelos de CPP, se ha visto que el propranolol bloquea el proceso de
reconsolidacién de la memoria de recompensa provocada por la administracion de
morfina (Robinson y Franklin, 2007; Wu y cols., 2014). Otros estudios han mostrado que
el propranolol disminuye la respuesta fisiologica provocada por la reactivacion de la
memoria de un evento traumatico (Brunet y cols., 2008) o que es capaz de modular el
procesamiento de la memoria asociada a la recaida a cocaina (Saladin y cols., 2013).
Todos estos resultados nos ayudan a pensar en el posible papel terapéutico de estos

farmacos en la prevencion de recaidas en sujetos adictos.

Con relacion al nimero de cruces realizado por los animales entre los diferentes

compartimentos de la caja durante la recaida inducida por estrés, nuestros datos muestran
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que el numero de cruces totales fue significativamente menor, al compararlo con los datos
tras la extincion de la aversion en este grupo experimental, indicando que el estrés fisico
indujo la reactivacion del CPA 'y, por tanto, redujo la actividad locomotora. Esto indicaria
que los cambios en la actividad del raton podrian ser debidos a estimulos condicionados
asociados a la droga que provocarian la recaida en el comportamiento anterior (Hou y
cols., 2023).

Uno de los mayores problemas de la adiccion es la tendencia a las recaidas que se
produce entre los sujetos adictos. En la compulsién por el uso de la droga y posterior
recaida influyen factores relacionados con la ansiedad y estructuras cerebrales
relacionadas con el estrés. En concreto, la amigdala extendida y el eje HHA han sido
implicados en multiples aspectos del ciclo de la adiccion (Koob y Volkow, 2010). La
amigdala extendida estd constituida por diferentes estructuras que se encuentran
interconectadas anatomica y funcionalmente, incluyendo a CeA, BNST vy a la parte mas
externa (shell) de NAc. Estas regiones reciben numerosas proyecciones de estructuras
limbicas, como BLA e hipocampo, y de nucleos noradrenérgicos, como el NTS 'y, a su
vez, envian proyecciones a numerosas areas cerebrales. Se ha propuesto que este sistema
podria desempefiar una importante funcion en algunos de los componentes negativos
asociados al sindrome de abstinencia a muchas sustancias de abuso, mediante los sistemas
neuronales de CRF, dinorfina y NA, que desempefiarian un papel critico en los efectos
del estrés en la adiccion. Dichos sistemas de neurotransmision han sido implicados en
varios aspectos de la dependencia, como el deseo incontrolado por el consumo (craving),
las recaidas tras largos periodos de abstinencia y la sintomatologia aversiva que
caracteriza al sindrome de abstinencia a diferentes sustancias de abuso (Sinha, 2007 y
2008).

Las sustancias de abuso producen alteraciones en la regulacion del sistema
cerebral del estrés, tales como modificaciones en la liberacion de CRF, ACTH y GC, que
podrian contribuir significativamente a los estados emocionales negativos que
caracterizan el sindrome de abstinencia. Todo ello implica un aumento en la tendencia a
las recaidas ( Le Moal y Koob, 2007; Briand y Blendy, 2010). Diferentes estudios han
propuesto que el eje HHA, al igual que la amigdala extendida, jugarian un importante
papel en la vulnerabilidad al inicio de consumo de drogas mediante la liberacion de CRF
y GC (Goeders, 2003; Ambroggi y cols., 2009). Ademas, el sindrome de abstinencia se
ha asociado con un aumento en la liberacion de CRF y NA en BNST y amigdala, junto
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con una activacion del eje HHA, y se ha propuesto que este eje seria vital para la
adquisicién del héabito de consumo de drogas y que los GC, junto con los
neurotransmisores del sistema del estrés, podrian ser uno de los factores determinantes de

la vulnerabilidad al abuso de sustancias adictivas (Sinha, 2008; Le Moal y Koob, 2007).

Por otra parte, el BDNF es una neurotrofina que ha sido intensamente estudiada
en los Gltimos afios porque es capaz de regular varias formas de plasticidad sinaptica en
hipocampo y amigdala (Cowansage y cols., 2010; Bekinschtein y cols., 2013, Andero y
cols., 2014; Du y cols., 2023). En el hipocampo, esta neurotrofina esta implicada en el
aprendizaje (Chen y cols., 2010) y la memoria (Beckinschtein y cols., 2013). Ademas,
BDNF parece ser necesario para la extincién de memorias aversivas en diferentes nicleos
cerebrales (Wang y cols., 2012). En relacion con las vias de sefializacién implicadas en
las acciones de BDNF sobre la memoria, se ha propuesto que existe una asociacion directa
entre BDNF, y su receptor TrkB, y la activacion de ERK1/2 y CREB durante los procesos

de consolidacién de la memoria (Bekinschtein y cols., 2013).

Las ERKSs juegan un importante papel en la plasticidad sinéptica a largo plazo
(Thomas y Huganir, 2004) y se consideran potentes reguladores de la transcripcion génica
en la formacion de la memoria a largo plazo (Miller y Marshall, 2005). Se ha postulado
que las ERKSs regulan la acetilacién de histonas en hipocampo (Chandramohanetal, 2008).
Ademas, se ha observado una activacion de estas proteinas en CPF ventromedial tras la
extinciéon de la memoria aversiva (Wang y cols., 2012). Las ERKSs pueden regular la
transcripcion génica mediante la fosforilacion de CREB a través de la cascada de
sefializacion mediada por las MAPKs (Ma y cols., 2023). También se sabe que CREB
estd implicado en los procesos de memoria (Han y cols., 2007; Zhou y cols., 2009;

Rogerson y cols., 2014; Park y cols., 2020).

Ya que es conocido que la adiccidn, el estrés y la memoria comparten mecanismos
de modulacién, en este estudio hemos investigado los posibles cambios moleculares que
se originan en los sistemas del estrés hipotalamico y extrahipotaldmico, y en los sistemas
mesocorticolimbico dopaminérgico y limbico durante la recaida inducida por TP. Para
ello, determinamos la expresion de las proteinas pERK1/2 y pCREB a nivel de distintos

nucleos cerebrales de los sistemas mencionados.

En los nicleos CeA, PVN y VTA, nuestros resultados muestran un aumento

significativo en la fosforilacion de ERK1y ERK2 en los animales a los que se les indujo
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TP y que no fueron previamente tratados con ningun farmaco respecto al grupo control
que no recibi6 el estimulo estresante. Esto indica un papel de la proteina ERK en el
proceso adictivo, que ya se habia observado en otros estudios (Cao y cols., 2005; Li y
cols., 2010; Almela y cols., 2012). Por otro lado, la administracion de CP-154,526 y
propranolol en los animales sometidos a TP indujo una disminucion significativa en los
valores de esta proteina, comparado con el grupo sometido a estrés fisico que no recibio
tratamiento con estos farmacos. Con respecto a la expresion de pCREB en estos nucleos
y DG tras la recaida inducida por el estrés aplicado, observamos un aumento de esta
proteina, que fue antagonizado por la administracion de los antagonistas de los receptores
de CRF1 y B-adrenérgicos. Estos resultados también sugieren la participacién de CREB

en los procesos de memoria, como se ha comentado previamente.

CeA es un nuacleo del sistema del estrés extrahipotalamico, rico en neuronas de
CRF, capaz de mediar las respuestas de miedo y de aversion de plaza. De acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo a este nivel con CP-154,526 en la recaida, estudios
previos han mostrado que la administracion de antagonistas de CRF, como el a-helical
CRF, bilateralmente en CeA, es capaz de revertir el CPA asociado a la administracion de
antagonistas opioides a animales dependientes de morfina, indicando que el bloqueo de
los circuitos de CRF en amigdala debilita los estimulos aversivos y sugiere un papel del
CRF a este nivel en la adquisicion de las respuestas comportamentales asociadas a los
efectos negativos provocados por el sindrome de abstinencia a morfina (Heinrichs y cols.,
1995).

Se ha propuesto que los cambios en BDNF y en su via de sefializacion alteran la
funcién de las neuronas del circuito VTA-NAC y otras regiones del sistema de
recompensa para modular la respuesta motivacional asociada al consumo de drogas
(Pierce y Bari, 2001; Bolanos y Nestler, 2004). Esta plasticidad neuronal a nivel de VTA
es critica para el establecimiento de la dependencia de sustancias de abuso. Estudios
previos han mostrado que la conexion a través de aferencias gabaérgicas entre CeA y
VTA es esencial para la adquisicion de la respuesta negativa asociada al sindrome de
abstinencia a morfina (Jiang y cols., 2021). Por tanto, los resultados similares obtenidos
en nuestro estudio a nivel de CeA y de VTA con respecto a la expresion de pERK y
pCREB serian consistentes con esta interconexion entre los circuitos cerebrales de

recompensa y del estrés.
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El hipocampo es una region cerebral que se ha relacionado con los procesos
asociativos implicados en la memoria de drogas. Este nucleo recibe aferencias directas de
NACc y puede activar neuronas dopaminérgicas en VTA (Zhou y Zhu, 2006). Es conocido
que PVN tiene un importante papel en los efectos reforzadores de los opioides (Zhou y
Zhu, 2006) y recientemente se ha sugerido que la respuesta de PVN a diferentes sefiales
es reforzada a través de estimulacion indirecta procedente de neuronas dopaminérgicas
de VTA (Ewan y Martin, 2011). Ademas, se sabe que PVN e hipocampo estan
relacionados con el sistema de recompensa (Cooper y cols., 2017). Estudios previos de
nuestro laboratorio han mostrado un incremento de neuronas positivas para CREB en
PVN y DG durante el CPP inducido por morfina, aumento que fue atenuado por la
administracion sistémica de CP-154,526 en ambos ndcleos, sugiriendo un papel de CREB
en las propiedades reforzantes positivas de la morfina (Garcia-Carmona y cols., 2015).
Los resultados de nuestro estudio muestran datos similares en PVN y VTA, tanto para
pPERK como para pCREB, junto con DG, durante la recaida asociada a morfina, lo que
refuerza esta conexion entre nucleos cerebrales pertenecientes a los sistemas limbico, del
estrés y mesocorticolimbico y apunta a la importancia de CREB en los procesos de

memoria asociada a drogas.

También con relacion a la implicacion del CRF en el hipocampo, se ha demostrado
que antagonistas del CRF1R, como el SSR125543A, son capaces de revertir la alteracion
en la neurogénesis hipocampal inducida por el estrés, reforzando la idea del importante
papel de este péptido del sistema del estrés en la plasticidad neuronal (Alonso y cols,
2004).

Como se ha comentado anteriormente, se sabe que BDNF, ERK y CREB trabajan
conjuntamente para promover la plasticidad cerebral mediante la transduccién de sefiales
extracelulares al ndcleo para regular la expresion génica (Ehrlich y Josselyn, 2016). La
via de transduccion de sefiales de las MAPKSs transmite informacion sobre estimulos
extracelulares para regular la expresién de CREB (Lee y Messing, 2008). El hecho de que
en nuestro estudio observemos cambios en la expresion de pERK en BNST, pero no de
pCREB, sugiere que otras vias de sefializacion como la via de la PKA, la via de calcio
intracelular a través de las quinasas dependientes de calmodulina (CaMK) o la via del
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt podrian estar participando en la regulacion de este
factor de transcripcion en este nucleo cerebral durante el proceso de recaida en el

consumo de sustancias de abuso.
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BLA es una region cerebral involucrada en la adquisicion y consolidacion de
memorias asociativas relacionadas con las drogas (He y cols., 2011; Guo y cols., 2024) y
diversos autores han mostrado cambios en la via de sefializacion MEK-ERK, por ejemplo,
durante la extincion del CPP inducido por morfina (Wang y cols., 2014) o tras la extincion
de memorias de miedo (Heinrichs y cols., 2013; Kawaminami y cols., 2022). Sin
embargo, y, en consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, donde no
observamos cambios en la fosforilacion de ERK o CREB en este nucleo tras la recaida
inducida por estrés, Guo y cols. (2024) han demostrado una respuesta diferente durante
la recaida de memorias asociadas al sindrome de abstinencia a morfina en funcion de las
proyecciones neuronales desde BLA. Asi, se observaron cambios en pERK en neuronas
que proyectan a NAc, pero no en las que proyectan al cortex prelimbico. Otro estudio
(Song y cols., 2019) mostré que, aungue las neuronas localizadas en BLA que proyectan
a esta region limbica estan implicadas en la recuperacion de la memoria asociada al
sindrome de abstinencia a morfina, no se observaron cambios en la expresion del
marcador de plasticidad neuronal Arc, un gen que esta asociado con la recuperacion de la
memoria (Alaghban y cols., 2014). Por otra parte, se ha visto que la respuesta al CPP
inducido por morfina es dependiente de la zona de la amigdala analizada, observando
cambios en CeA, pero no en BLA (Navratilovay cols., 2020). Por tanto, se necesitan mas
estudios para conocer cOmo participan estos circuitos neuronales en la regulacion de la
via de sefalizacion BDNF-ERK-CREB vy otras vias.

En cuanto al nucleo accumbens, estudios recientes han mostrado que las
subregiones de NAc, corteza y nucleo, juegan papeles diferentes en los procesos de
memoria asociados a drogas. Por ejemplo, Miller y Marshall (2005) observaron que
estimulos contextuales asociados a la cocaina activan la via de las ERK solamente en el
nacleo de NAc. Sin embargo, estudios de microdialisis han mostrado un aumento en la
liberacion de DA en la corteza de NAc, pero no en el ndcleo, asociado a la memoria
relacionada con la administracion de morfina (Bassareo y cols., 2007). Otros autores han
concluido que para la recuperacion del comportamiento de busqueda de heroina es
necesaria la activacion de la corteza de NAc pero no de receptores D1 o la liberacion de
glutamato en el nicleo de este (Bossert y cols., 2006). Por dltimo, otros estudios han
mostrado que el CPP de morfina incrementa la fosforilacion de ERK selectivamente en

la corteza de NAc, pero no en el nacleo (Xu y cols., 2012). Teniendo en cuenta todos
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estos datos, podemos sugerir que la corteza de NAc, pero no el nucleo, estaria implicada

en la respuesta condicionada inducida por la memoria asociada al consumo de opioides.

Por tanto, nuestros resultados sugieren la implicacion de las vias de sefializacion de las
ERK, asi como del factor de transcripcion CREB en los cambios observados tras la
exposicion a estres de tipo fisico en distintos nucleos cerebrales como CeA, DG, PVN o
VTA en ratones con antecedentes de dependencia de morfina, lo que ademas, sugiere la
participacion de estos nucleos en los procesos de aprendizaje y consolidacion de la
memoria presentes durante la adiccion a sustancias de abuso, asi como un papel central
para el receptor 1 de CRF y el receptor B-adrenérgico en la aparicion de recaidas en

adiccion, y su relacién con las vias anteriormente mencionadas.



6. CONCLUSIONES
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Tras analizar los resultados de este estudio podemos concluir que:

1. La administracion de Nx a ratones tratados cronicamente con morfina induce un
sindrome de abstinencia con un efecto aversivo, medido mediante el paradigma
de CPA. La menor permanencia de los animales en el contexto asociado a la Nx
estuvo acompafiada de una disminucion significativa en el nimero de cruces que
realizaron los animales entre las distintas cAmaras de la caja de comportamiento.

2. La aplicacion de un estimulo estresante, como es el TP o pinzamiento de cola,
induce la recaida en el comportamiento aversivo en animales dependientes de
morfina que habian extinguido este comportamiento. La administracion de CP-
154,526 y propanolol, antagonistas selectivos del CRF1R y del receptor f-
adrenérgico, respectivamente, fue capaz de antagonizar este efecto. Ademas,
durante la recaida, el namero de cruces totales fue significativamente menor, al
compararlo con los datos tras la extincion de la aversién, indicando que el estrés
fisico indujo la reactivacion del CPA 'y, por tanto, redujo la actividad locomotora.
Estos resultados demuestran que los sistemas de CRF y noradrenérgico estan
claramente implicados en los procesos adictivos, particularmente, en los efectos
aversivos asociados al sindrome de abstinencia a morfina.

3. Durante la recaida provocada por la aplicacion de TP se produce un incremento
en la fosforilacion de ERK y CREB en CeA, PVN, VTA y DG, que fue
antagonizado por la administracion de CP-154,526 y propanolol. También
observamos un aumento de pERK, pero no de pCREB, en BNST, revertido por
estos farmacos. Finalmente, no se observaron cambios en la expresion de pERK
y PCREB en BLA y en NAc. Estos resultados indican que existen regiones
cerebrales criticas en las recaidas en el comportamiento aversivo inducido por un
episodio agudo de estrés fisico y otras que no estarian directamente implicadas en
estos procesos. Sin embargo, son necesarios mas estudios para conocer cOmo
participan estos circuitos neuronales en la regulacion de la via de sefializacion
BDNF-ERK-CREB.

4. Nuestros resultados sugieren que el CRF1R y el receptor B-adrenérgico participan
en los procesos de aprendizaje que subyacen en las recaidas en los
comportamientos aversivos inducidas por estrés y que CP-154,526 y propranolol
podrian ser buenos candidatos para el tratamiento de sujetos adictos en la

prevencion de las recaidas en el consumo de sustancias de abuso.
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