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Introduccion

1. LA ADICCION

La adiccidn a sustancias de abuso es una enfermedad crénica del sistema nervioso central
(SNC), debida a una disfuncidon neurobiolégica de estructuras cerebrales mesencefalicas,
limbicas, corticales y de circuitos cerebrales implicados en la motivacion y la conducta (Kalivas
y Volkow, 2005). El uso continuado de estas sustancias induce cambios adaptativos en el SNC,

Ill

lo que conduce a fendmenos como la dependencia fisica, la sensibilizacidn, el “craving” o
deseo irresistible de consumo y la recaida. Finalmente, se instaura un patréon de
autoadministraciéon repetida que a menudo lleva a la tolerancia, la abstinencia y a una

administracién compulsiva de la sustancia.
1.1 LA ADICCION COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

El consumo de drogas conlleva un elevado coste en asistencia sanitaria, asi como en recursos
sociales, juridicos, familiares y laborales. Los problemas de salud relacionados con el consumo
de drogas constituyen un motivo de consulta frecuente en la practica clinica, de hecho, el 15-
20 % de las consultas de atencién primaria son atribuibles a los problemas relacionados con el
consumo de drogas. El consumo de una u otra droga y los problemas médicos derivados de su
uso va a depender de la regién del mundo considerada, por ejemplo, en Africa y Oceania los
problemas médicos son debidos fundamentalmente al consumo de cannabis (62% y 44%,
respectivamente), mientras que la cocaina es la droga mas prominente en América del Norte y
del Sur (29% y 49%, respectivamente). En cambio, en Asia y Europa las consultas médicas estan
mas relacionadas con el consumo de los opidceos (61% y 63%, respectivamente) (UNODC,

2014).

En Espafia, el perfil de consumidores de drogas ha experimentado cambios notables a lo largo
de los afios. Desde la década de los 70 hasta principios de los afios noventa, la sustancia que
mas alarma social causaba era la heroina; a mediados de los noventa, aumenta el nimero de
consumidores de cannabis y cocaina y aparece el fendmeno conocido como “consumo
recreativo” de drogas, es decir, el consumo, en ocasiones simultaneo, de sustancias como el
alcohol, el cannabis, la cocaina, el éxtasis y derivados anfetaminicos o drogas de sintesis.
Actualmente, después de muchos afios de descenso continuado del consumo de heroina,
algunos estudios apuntan a un incremento en el consumo de heroina fumada (Tabla 1). Otras
drogas que causan gran morbi-mortalidad en Espafia son la cocaina y el alcohol. En el afo
2009, en nuestro pais, las admisiones a tratamiento por cocaina supusieron un 17% del total
de admisiones a tratamiento de desintoxicacion/deshabituacién. Mas complicado es medir la

magnitud del etilismo, pues es una enfermedad sistémica que se asocia a graves problemas de
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salud, aumentando el riesgo de padecer multiples patologias entre las que destaca la

enfermedad hepatica, cancer y encefalopatias.

Tabla 1. Prevalencia de consumo de drogas alguna vez en la vida en la poblacién de 15-64 afos. (%).
Espafia, 1995-2010. Modificado de la memoria 2012 del Plan Nacional sobre Drogas.
1995 1997 1999 2001 2003 2005 2008 2010

Tabaco - 69,7 64,9 68,4 68,9 69,5 68,5 68,3
Alcohol - 90,6 87,3 89,0 88,6 93,7 88,0 87,4
Cannabis
Extasis
Anfetaminas 2,1 2,7 2,2 2,9 3,2 3,4 3,8 3,9
Cocaina 3,7 3,8 3,5 5,3 6,4 7,6 9,8 10,1
Heroina 0,8 0,6 0,5 0,6 0,9 0,7 0,8 0,9

1.2 LA ADICCION COMO ENFERMEDAD PSIQUIATRICA

El consumo de drogas induce la aparicion de dependencia, que se caracteriza por la aparicidon
de un conjunto de sintomas cognoscitivos, conductuales y fisioldgicos que indican que el
individuo continda consumiendo la sustancia a pesar de la aparicion de problemas
significativos relacionados con ella. Aunque no estd incluida especificamente en los criterios
diagndsticos, la necesidad irresistible de consumo o “craving” se observa en la mayoria de los
pacientes con dependencia de sustancias de abuso.

La dependencia se define como un grupo de tres o mas de los sintomas enumerados a

continuacién, que aparecen en cualquier momento dentro de un mismo periodo de 12 meses:

- La droga es tomada con frecuencia en cantidades mayores o durante un periodo
mas largo de lo que inicialmente se pretendia.

- Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de controlar o interrumpir su
consumo.

- Se emplea mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtencién de la droga,
su consumo o en la recuperacién de los efectos de misma.

- Reduccién de importantes actividades sociales, laborales o recreativas debido a su
consumo.

- Se continta consumiendo la droga a pesar de tener conciencia de problemas
psicolégicos o fisicos recidivantes o persistentes, que parecen causados o

exacerbados por el consumo de la sustancia de abuso.
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- Tolerancia: necesidad de recurrir a cantidades crecientes de la droga para alcanzar
la intoxicaciéon o el efecto deseado, o bien una notable disminucion de los efectos

de la misma con su uso continuado a las mismas dosis.

- Abstinencia: es un cambio de comportamiento desadaptativo, con implicaciones
cognoscitivas y fisioldgicas, que tiene lugar cuando la concentracién en sangre o en
tejidos de una droga disminuye en un individuo que ha mantenido un consumo
prolongado de grandes cantidades de la misma. Tras la aparicion de los
desagradables sintomas de abstinencia, el sujeto toma la droga para eliminar o
aliviar dichos sintomas, sin embargo, ni la tolerancia ni la abstinencia son
condiciones necesarias ni suficientes para diagnosticar dependencia de sustancias

de abuso.

1.3 LA ADICCION COMO ENFERMEDAD CRONICA

La adiccion forma parte de un proceso de deterioro de la conducta autodirigida, con aparicion
de conductas automaticas, disparadas por estimulos condicionados que algunos autores han
llamado sindrome de deterioro en la inhibicidn de la respuesta y excesiva atribucién de
relevancia a los estimulos condicionados (Goldstein y Volkow, 2002). Hoy en dia disponemos
de abundantes evidencias cientificas que confirman que la adiccidn a opidceos y otras drogas
constituye una enfermedad crénica del SNC que se caracteriza no sélo por el aumento de los
aspectos motivacionales incentivos de dichas sustancias de abuso y de los estimulos asociados,
sino también por el deterioro en la capacidad de inhibir respuestas inapropiadas (Kalivas y
Volkow, 2005). Por todo ello, podemos definir la adiccién como un desorden neuroldgico
crénico, con tendencia a la recaida, caracterizado por la blisqueda y consumo compulsivo de la
droga; pérdida de control sobre su consumo; y apariciéon de un estado emocional negativo

cuando no se tiene acceso a la misma.

La dependencia de sustancias de abuso, al igual que la mayoria de trastornos psiquiatricos,
esta relacionada con factores genéticos, incluyéndose entre las enfermedades genéticamente
complejas crénicas (Lander y Schork, 1994). Dichas enfermedades se ajustan a un modelo de
herencia poligénico-multifactorial, con influencia de unos genes de efecto menor y del
ambiente, condicién necesaria aunque no suficiente. Dicho de otro modo, para que un
individuo acabe siendo dependiente a la heroina, es necesario un contacto con la droga, no
obstante, no todas las personas que consumen alguna vez la sustancia acaban siendo adictas a

ella. La vulnerabilidad genética compartida entre distintas sustancias podria explicarse por la
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potenciacion del circuito de recompensa cerebral tras la administracién de la droga, pero
también podria estar relacionada con genes asociados al control de la impulsividad o con otros
relacionados con vulnerabilidad hacia trastornos psiquidtricos que pueden asociarse al
consumo de drogas con mayor frecuencia, como por ejemplo la esquizofrenia o el trastorno
bipolar (Mayfield y Schuckit, 2008), englobdandose en un trastorno psiquiatrico conocido como

patologia dual.

Por tanto, las drogas son sustancias quimicas que modifican el funcionamiento de
determinados sistemas de neurotransmisidon y circuitos cerebrales, produciendo cambios
cognitivos, emocionales, motivacionales y conductuales. Su administracion aguda produce
cambios transitorios, que revierten cuando finaliza su efecto farmacolégico. Sin embargo, su
consumo crénico puede dejar importantes huellas en la memoria emocional remodelando las
conexiones y vias neuronales, produciendo cambios de larga duracién en la funcidn cerebral
gue reportan una mayor vulnerabilidad para reiniciar el consumo. De esta manera, todas las
drogas producen cambios moleculares y celulares que se manifiestan somaticamente en

distintas etapas o fases de la enfermedad adictiva.

2. ETAPAS DE LA ADICCION
La enfermedad adictiva puede tener su inicio en cualquier momento de la vida y debutar con
cualquier droga, juego patoldgico o incluso el trabajo o el deporte. La dependencia se inicia
con el consumo puntual de la droga motivado por un conglomerado de factores personales,
psicoldgicos, sociales y ambientales que da lugar a la primera y sucesivas etapas de la adiccion.
La adiccidn se ha conceptualizado en un ciclo de tres etapas: consumo agudo/intoxicacion,
abstinencia/estado negativo y preocupacion/anticipacién; con dos fuentes primarias de
refuerzo: refuerzo positivo y refuerzo negativo. El refuerzo positivo es definido como el
proceso mediante el cual, la presentacion de un estimulo aumenta la probabilidad de producir
una determinada respuesta, mientras que refuerzo negativo es definido como el proceso
mediante el cual la carencia de un estimulo aversivo (un estado aversivo en el caso de la

adiccion) incrementa la probabilidad de respuesta.

De esta manera, el consumo puntual de la droga produce efectos placenteros que actuan
como reforzadores positivos de la conducta, siendo esta impulsiva y perpetudandose en el
tiempo hasta hacerse crénica (Kalivas y O’Brien, 2008). Una vez se ha establecido el uso
cronico de la droga, si este es interrumpido se producen una serie de efectos aversivos, tanto
somaticos como psiquidtricos, que actuan como reforzadores negativos y dirigen el consumo

cronico de la droga para evitar la aparicidon de este sindrome de abstinencia. Los reforzadores
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negativos producen una mayor alteraciéon de la conducta, la cual se vuelve compulsiva con
pérdida de control sobre el uso de la droga (Koob y Le Moal, 2001; Cami y Farre, 2003) y con

un grave compromiso de las actividades sociales, laborales y recreativas previas del individuo.

Las fuentes secundarias de refuerzo de la conducta adictiva incluyen diferentes condicionantes
que actian como reforzadores positivos o negativos como, aspectos psicoldgicos, sociales y
sociolabores y aspectos neurobioldgicos y genéticos relacionados con la vulnerabilidad y
sensiblilidad individual. (Koob y cols.,, 2014). Todos estos condicionantes pueden ser

superpuestos en las distintas etapas del ciclo de la adiccién.

La espiral de ansiedad que causa el inicio del consumo de la sustancia adictiva describe, como
el primer fallo en la auto-regulacidon del consumo puede causar ansiedad o angustia emocional,
estableciendo un ciclo de fallos repetidos de la auto-regulacién, cada uno de los cuales
producen un estado negativo adicional. La ansiedad también ha sido descrita como la causante
de la desregulacidn progresiva que sufre el sistema de recompensa cerebral en el contexto de
los sucesivos ciclos adictivos (Figura 1). Diversos modelos animales han sido validados para
establecer los sintomas o constructos asociados con elementos del ciclo de la adiccion,

criterios de adiccion y fuentes de refuerzos asociados con la adiccion (Koob, 1995; Koob y cols.,

1998).
o
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Figura 1. Diagrama que describe la espiral del ciclo adictivo desde una perspectiva
psiquidtrica con diversos factores o criterios que afectan al desarrollo de Ia
dependencia de sustancias. Modificado de Koob y Le Moal, 2001.
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2.1 CONSUMO AGUDO: RECOMPENSA Y REFUERZO POSITIVO

Para entender cémo el sistema cerebral de recompensa es alterado durante el desarrollo de la
adiccidn, es preciso entender las bases de los mecanismos de recompensa biolégicos. Uno de
los principios en los que se ha centrado la investigacion en la neurobiologia de los efectos
reforzantes positivos de las drogas son las proyecciones y terminales neuronales del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico (Le Moal y Simon, 1991). Los principales componentes de
este circuito de recompensa son el drea tegmental ventral (VTA), donde se encuentran los
somas de las neuronas dopaminérgicas; el prosencéfalo [incluye el nicleo accumbens (NAc), el
tubérculo olfatorio, la amigdala (AMY) y la corteza prefrontal (CPF)]; y las conexiones
dopaminérgicas entre el VTA y el prosencéfalo. Otros componentes son las multiples
interacciones de las estructuras de este sistema con otros neurotransmisores como son el
acido y-aminobutirico (GABA), el glutamato o la serotonina (Koob, 1992; Koob y Le Moal,

2008).

Las proyecciones dopaminérgicas que modulan el proséncefalo y las regiones corticales
habilitan, en condiciones fisioldgicas, la integracion del funcionamiento de estas estructuras.
En el centro de estas interrelaciones se consideran vitales dos grupos de estructuras: el circuito
mesolimbico-amigdalar, con énfasis en la amigdala extendida y el shell del NAc (Heimery
cols., 1991; Koob, 1999); y el cortico-frontal-cingulado anterior, relacionado con el circuito

taldmico pdlido-estriatal (Figura 2).

N Dopamine

I Extended Amygdala Circuit

0~ Interneurons

©0~< Opioid Peptides
M Opioid Receptors ™M  Nicotine Receptors
DM Cannabinoid Receptors R GABA, Receptors

Figura 2. Vias neuronales, neurotransmisoras y receptores implicados en el efecto agudo reforzante
de las drogas de abuso. Los opioides activan los receptores opioides endégenos en el VTA, NAc y
AMY. Ademds, los opioides facilitan la liberacién de dopamina en el NAc o bien indirectamente tras
inhibir las interneuronas GABAérgicas del VTA. Modificado de Edwards y Koob, 2010.
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Las proyecciones dopaminérgicas desde el VTA hacia las estructuras limbicas, como el NAgc,
estdn funcionalmente involucradas en los efectos reforzantes agudos de los psicoestimulantes,
mientras que los cambios asociados con aspectos motivacionales de la abstinencia a drogas
podrian incluir procesos neuroadaptativos de la amigdala extendida (Koob, 1999; Di Chiara,
1999). El sistema denominado de la amigdala extendida establece conexiones entre areas
cerebrales decisivas, como la corteza del NAc, la amigdala central (CeA) y el nlcleo de la estria

terminal (BNST) (Alheid y cols., 1998).

Es importante destacar que ambos circuitos estan conectados y modulados por la dopamina
(DA) (Le Moal, 1995). Ademas, estd bien establecido que las neuronas dopaminérgicas
mesocorticales y mesolimbicas tienen distinta regulacién fisioldgica, estando la utilizacién de
DA en el NAc bajo el control de la via excitatoria cortical-accumbens (Le Moal y Simon, 1991).
Por tanto, las distintas drogas pueden activar este circuito neuronal en distintos nucleos y

mediante diferentes mecanismos moleculares y celulares (Tabla 2).

Tabla 2. Sustratos neurobioldgicos de los efectos reforzantes agudos de las
drogas de abuso. Modificado de Koob y Le Moal, 2008.

Droga de abuso Neurotransmisor Lugar de accion

Cocaina DA/Serotonina Nac, AMY

Opioides DA, péptidos opioides VTA, NAc

Nicotina DA, péptidos opioides VTA, NAc

Alcohol DA, péptidos opioides, GABA, | VTA, NAc, AMY
serotonina, glutamato

El consumo agudo de drogas produce cambios neurobioldgicos en el VTA, el NAc y otras
regiones cerebrales, dando lugar a cambios motivacionales, emocionales y cognitivos, como
consecuencia de respuestas bioldgicas compensatorias en un intento celular de alcanzar de

nuevo la homeostasis.

Los opioides producen activacidn del sistema dopaminérgico, inhibiendo las interneuronas
GABA que mantienen cierta inhibicidon de las neuronas dopaminérgicas del VTA, por tanto su
efecto resultante es la desinhibicion de las neuronas dopaminérgicas del VTA y una mayor
liberacion de DA en las sinapsis del NAc (Di Chiara e Imperato, 1988). Esta desinhibicion
requiere la activacidon de receptores de glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) y acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA). Por tanto, los efectos de los opioides en
la funcidn del VTA precisan de una estrecha interaccion de los receptores opioides u (MOR) y

la transmisién glutamatérgica.
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Los opioides tanto exdgenos (morfina, heroina) como enddgenos (encefalinas y endorfinas),
son ligandos de los receptores opioides presentes en el SNC, principalmente en el NAc, la AMY
y el VTA, Los opioides se unen de forma especifica y reversible a estos receptores celulares, y
producen de este modo sus acciones bioldgicas. Han sido identificados, al menos, tres tipos de
receptores opioides: MOR = HOR = Mu; DOR = 60R = Delta; y KOR = KOR = Kappa. Todos ellos
presentan una similitud estructural de un 60% (Chen y cols., 1993) y son receptores de
membrana de tipo metabotrdpico acoplados a proteinas G (G,/Gyo). Los efectos fisioldgicos de
la morfina y los efectos reforzadores positivos de esta, estan ausentes en ratones knockout de
MOR (Matthes y cols., 1996; Le Merrer y cols., 2009). Una vez activado MOR mediante la unién
de su ligando enddgeno o exdgeno, las subunidades G, y Gg, interaccionan con sistemas
efectores intracelulares para inhibir la adenilato-ciclasa (AC) y los canales de voltaje
dependiente de Ca**, estimulando los canales de K" e inhibiendo las interneuronas gabaérgicas
y, por tanto, aumentando la liberacidon de DA en el NAc (Waldhoer y cols., 2004; Williams y
cols., 2013).

2.2 USO CRONICO Y TRANSICION DE LA ADICCION
El uso crdénico de drogas comienza con la alteracién intensa del estado motivacional que puede
ser disparada por estimulos condicionados, por el consumo de pequefias cantidades de
opioides u otras drogas y también por los estados de estrés. Esta alteracién de la motivacién o
el deseo es conocida como craving, el cual tiene un sustrato neurobioldgico relacionado con el
circuito de recompensa. La conexidon dopaminérgico-glutamatérgica juega un papel importante
en el craving, pues las neuronas dopaminérgicas del VTA tienen receptores AMPA y NMDA,
cuya activacién por el glutamato actia como moduladora de las neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas. La administracion de farmacos antagonistas de los receptores NMDA puede
facilitar los efectos reforzadores e inducir a la recaida, mientras que la facilitacion de la
actividad glutamatérgica enddgena sobre receptores AMPA reduce la busqueda de drogas
(Self, 2005). Los pacientes pueden presentar estados de deseo imperioso, necesidad de
consumir o craving, que suelen dar lugar a conductas de busqueda y consumo de droga.
Muchos pacientes describen con bastante precision sus episodios de craving, cada vez mas
frecuentes e impulsivos hasta llegar a la pérdida de control y compulsion sobre el consumo de

la droga cuando se exponen a determinados estimulos.

La busqueda compulsiva de droga podria depender del circuito de la amigdala extendida e
incluir proyecciones corticales basolaterales hacia el NAc, el cual esta anatémicamente

relacionado con el circuito palido-estriatal (Everitt y cols., 1999). Es preciso destacar que, la
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CeA esta conectada con regiones del rombencéfalo y la protuberancia, como el nicleo del
tracto solitario (NTS-A2) o el area ventrolateral de la médula (VLM-A1), incluidas en respuestas
autondmicas; mientras que el circuito talamico corticoestriatal esta formado por regiones
implicadas en el aprendizaje motor, evaluacion del refuerzo (NAc), mecanismos de inhibicion
central, integracion de las asociaciones estimulo-respuesta y el comportamiento compulsivo

repetitivo (Jentsch y Taylor, 1999).

La transicion hacia un uso crénico de la sustancia de abuso (Figura 3) es explicada mediante un
modelo conocido como alostasis heddnica (Koob y Le Moal, 1997, Koob y cols., 2004). La
alostasis produce la integracion de procesos adaptativos manteniendo la estabilidad a través
de cambios que no se realizan en el rango normal de homeostasis. Esto implica que muchas
funciones fisiolégicas son movilizadas o suprimidas. Controlando todos los mecanismos
simultdaneamente, el cerebro dirige la experiencia, la memoria, la anticipacion y la re-
evaluacion de las necesidades de anticipacién para los requerimientos fisioldgicos. Cuando las
demandas se hacen crénicas, el sistema cerebro-organismo, se adapta ténicamente en todos
los niveles, entrando en una condicidn relajada que podria crear un estado no placentero de
abstinencia a partir de la propia regulacién fisiolégica, lejos del equilibrio homeostatico. Sin
embargo, cuando se instaura la agitacién, el estrés repetido y un estado afectivo negativo, se
prolongan las regulaciones lejos de la normalidad, desapareciendo la capacidad para
responder a retos adicionales, la capacidad de relajacién y de respuesta. En la adiccién, la
estabilidad consiste en el mantenimiento en la funcidn de recompensa, sin embargo, la DAy
los péptidos opioides enddégenos tienen una capacidad limitada para mantener, en un rango

homeostatico, esta funcion.
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Figura 3. Diagrama que representa la relaciéon entre el continuo proceso desde la alostasis hasta la
patologia y la transicién desde el consumo de droga hasta la abstinencia. Tres circuitos cerebrales
cambian y contribuyen al estado alostatico del sistema de recompense: el propio sistema de
recompensa (verde), el sistema cerebral de estrés (rojo) y la via cortico-talamica-estriada (azul). La
activacion del eje hipotdlamo-hipodfisis-adrenal media la contribucidon del eje del estrés cerebral al
estado alostatico. Tomado de Koob y Le Moal, 2001.

2.3 TOLERANCIA Y SENSIBILIZACION

La mayoria de individuos que-son dependientes de sustancias de abuso no son completamente
conscientes de serlo. Consumiendo mas droga contindan en un estado de euforia, y los
sintomas leves de abstinencia son inadvertidos y manejables. La valoracion cognitiva del sujeto
es: “puedo dejarlo cuando quiera”, asi buscando una mayor sensacidn de euforia, el individuo
puede cambiar la via de administracidon a otra que produzca efectos mas intensos y rapidos,
como por ejemplo, una via intranasal o una parenteral, o bien intentar una mezcla mas
potente, en el caso de los opioides, administrando heroina junto analgésicos, hipndticos o

sedantes, produciéndose el abuso de drogas.

Durante el uso crénico de la sustancia de abuso, se producen adaptaciones neuronales en el
sistema mesolimbico en un intento restablecer la homeostasis en el sistema de recompensa.
Asi, la funcion basal dopaminérgica se reduce progresivamente y la droga es menos efectiva
para producir el tipico incremento en la transmision dopaminérgica, siendo este fendmeno
conocido como tolerancia. Por tanto, la administracién repetida de drogas puede producir un
proceso de tolerancia a los efectos de la misma. El grado en el que se desarrolla tolerancia
varia ampliamente segun la sustancia. Los sujetos que consumen grandes dosis de opidceos y
estimulantes pueden presentar niveles de tolerancia considerables, hasta llegar a dosis que
serian letales para una persona que no consumiera la sustancia. El hecho de que la tolerancia

se produzca con todos los opioides, nos hace pensar que el mecanismo que subyace en la
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tolerancia es de tipo farmacodinamico, modificando algunos de los eventos entre el receptor

ocupado, la cadena de transduccion y la respuesta final.

Estudios recientes acerca de los mecanismos de tolerancia a opioides, incluyen la activacion
simultanea de mas de un tipo de receptor opioide (principalmente MOR y DOR) o de
diferentes cascadas de sefializacién intracelular mediadas por una activacién diferencial de
subtipos de proteinas Ga (Pifieyro y Archer-Lahlou, 2007). Hasta hace unos afos se pensaba
que los mecanismos de endocitosis de los receptores, la regulacién a la baja en el
acoplamiento entre los receptores opioides y las proteinas G (proceso de desensibilizacidn), la
aparicion de péptidos antiopioides o la instauracion de mecanismos de transduccidn
alternativos (Nestler y Aghajanian, 1997), tenian gran relevancia en la tolerancia. Actualmente,
diversos estudios confirman que los cambios en las proteinas G pueden ser el mecanismo
fundamental para la instauracion de la tolerancia (Christie, 2008; Koch y Hollt, 2008; Berger y
Whistler, 2010; von Zastrow, 2010). En esta linea se ha comprobado que la exposicidn crdnica
a morfina puede producir una acelerada desensibilizacién en la que intervienen diferentes
mecanismos entre otros: fosforilacién del MOR, aumento de las ERK-1/2, kinasas reguladoras
del acoplamiento a proteinas G (GRK’s) o arrestinas, regulacién al alza de proteinas
reguladoras del acoplamiento a proteinas G (RGS) o fosfolipasa D2 (Gold y cols., 2003; Koch y
cols 2006; Fan y cols., 2003). Asi, multiples proteinas se unen al dominio intracelular de MOR y
actuan impidiendo estéricamente la interaccién con las proteinas G. Por otra parte, se ha
evidenciado que la tolerancia a los efectos de la morfina, puede ser reducida mediante la
administracién de inhibidores de protein kinasa C (PKC) (Hua y cols., 2002) o en ratones

knockout para la PKC (Newton y cols., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema ilustrativo de las adaptaciones que pueden contribuir a la tolerancia de MOR tras la
exposicidn crénica a morfina. (A) Los estudios revelan que es necesaria la pérdida de mas del 80% de
MOR funcionales para la aparicion de tolerancia. Tomado de Williams y cols., 2013.
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Otros estudios farmacoldgicos, han evidenciado la implicacion de otras proteinas: receptor

NMDA, el 6xido nitrico sintetasa y la protein kinasa A (PKA) (Garzén y cols., 2012).

En el proceso de sensibilizacion se distinguen dos fases desde el punto de vista neurobiolégico:
la fase de iniciacion, durante la administracién repetida de la droga y la fase de expresion,

cuando se re-administra la droga tras un periodo de abstinencia.

La capacidad de una droga para reinstaurar una conducta asociada al consumo se encuentra
directamente relacionada con su capacidad para provocar sensibilizacién neuroquimica y
conductual, tal como postula la teoria de la sensibilizacion del incentivo propuesta por
Robinson y Berridge (Robinson y Berridge, 2001). En este sentido, la sensibilizacién ha sido
relacionada directamente con la busqueda compulsiva de la droga y con los fenédmenos de
recaida. El incentivo del estimulo asociado a la droga aumenta progresivamente mediante un
aprendizaje asociativo, llegando a un estado de “craving” o de bulsqueda y consumo
compulsivo de la droga. La continua sensibilizacidon de este sistema favorece el fenémeno de

recaida.

La exposicion a reforzadores naturales, como por ejemplo el chocolate, aumentan la
transmisién de DA en el shell y core del NAc y en la CPF. En el shell del NAc, esta respuesta
produce una regulacién adaptativa tras una sola exposicién al mismo sabor/comida, lo cual no
ocurre con las drogas de abuso (De Luca y cols., 2012). Esta respuesta se reduce tras la
estimulacién repetida y es conocida como el fenémeno de habituacidn (Rankin y cols., 2009).
En cambio, en ambos casos (reforzadores naturales y drogas), la habituacion puede ser
modificada por el entorno y estimulos asociados al consumo (Bassareo y Di Chiara, 1999).
Estudios recientes han demostrado que la DA en el shell del NAc es activada por estimulos no
conocidos previamente, mientras que la DA en la CPF codifica el valor genérico motivacional
que asigna el sujeto independientemente del estimulo (De Luca, 2014). De esta manera, el
fendmeno de habituacién esta presente en el shell del NAc pero no en el core del NAc ni en la
CPF. La DA en el shell del NAc durante este proceso de sensibilizacién puede ser considerada

per se como un marcador de dependencia a drogas (De Luca, 2014).

4.1 ABSTINENCIA Y RECAIDA

El sindrome de abstinencia se define como el conjunto de manifestaciones somaticas que
aparecen al suspender el consumo de una droga que previamente ha generado un cuadro de
dependencia. Las diferentes drogas de abuso presentan sindromes de abstinencia con signos

caracteristicos y diferentes. El sindrome de abstinencia de los opidceos y del alcohol es el mas
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llamativo, mientras que el de los cannabinoides y nicotina presenta unas manifestaciones

fisicas mds leves, aunque no por ello dejan de ser evidentes.

Segun el DMS-IV-TR define abstinencia a opiaceos como:
A- interrupcidn o disminucién de un consumo abundante de opidceos y prolongado de

varias semanas o la administracién de un antagonista opioide tras el consumo de la droga.

B- tres o mas de los siguientes signos y sintomas que aparecen en pocas horas o dias
tras el cese del consumo: disforia, nauseas, vomitos, dolor muscular, lagrimeo, rinorrea,

sudoracion, piloereccién, midriasis, diarrea, fiebre, insomnio.

C- los sintomas del criterio b provocan malestar significativo o deterioro social, laboral

y del autocuidado.

El sindrome de abstinencia que produce el cese crénico de opioides, esencialmente
desenmascara todas las adaptaciones neuronales que se han producido en el cerebro en
intentos de equilibrar la presencia de droga. Una primera causa de los signos fisicos de
abstinencia es la reduccién dramatica de la descarga dopaminérgica eferente en los circuitos
implicados en los efectos reforzadores agudos de las drogas (Diana y cols., 1995). La hipétesis
mas aceptada es que los sistemas de DA estdn comprometidos en fases cruciales del ciclo de la
adiccién, como la abstinencia, y llevan a una disminucién de la motivacidn por los estimulos
no relacionados con la droga y a un aumento en la sensibilidad al abuso de droga (Melis y cols.,
2005). lgualmente, hay una disminucidén de la neurotransmision de serotonina en el NAc
durante la abstinencia de drogas (Rossetti y cols., 1992). Sin embargo, hay una sensibilidad
aumentada de los mecanismos de transduccién de los receptores opioides en el NAc (Stinus y
cols., 1990), unos niveles disminuidos de GABA y una transmision glutamatérgica NMDA

aumentada durante la abstinencia de alcohol y opidceos (Weiss y cols., 1996).

Un segundo componente del estado de abstinencia, son las adaptaciones neuronales que
ocurren en el sistema cerebral de estrés, en un intento de contrarrestar la presencia crdnica de
la droga y restaurar la funcién normal del cerebro. Tanto el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal
(HPA) como el sistema cerebral de estrés extrahipotalamico son activados por el CRF durante
la abstinencia a drogas, con una respuesta comun de todas las drogas, aumentando la
hormonona adrenocorticotropa (ACTH), cortisol y el factor liberador de corticotropina (CRF) en

la AMY (Contarino y Papaleo, 2005; Koob y Kreek, 2007).

Una de las estructuras mds importantes del sistema cerebral de estrés, es el eje HPA o sistema

de CRF hipotalamico integrado por el ntcleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), la hipofisis
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y la corteza suprarrenal. La otra estructura cerebral implicada en el sistema cerebral de estrés,
es conocida como amigdala extendida y ha sido identificada como el sustrato de los efectos
reforzadores positivos de las drogas de abuso y el refuerzo negativo asociado con el estado
alostatico de la adiccion. El término amigdala extendida fue acufiado por Johnston (1923) y
representa una macroestructura compuesta por varias areas del prosencéfalo: el BNST, la CeA,
el drea sublenticular innominada y el Shell del NAc (Heimer y Alheid, 1991). Todas estas
estructuras reciben conexiones aferentes del cdrtex, hipocampo, amigdala basolateral, VTA,

hipotdlamo lateral (LH) y, a su vez, emiten conexiones eferentes hacia el nicleo palido ventral

(PV), el VTA, el NTS-A2, el VLM-Al y el LH (Figura 5).

Orbito frontal cortex Figura 5. Diagrama que ilustra
Dorsolateral prefrontal cortex . . ;
el circuito de la amigdala

- Cingulate cortex

extendida como mediador de
Thalamus la alostasis en la adiccion a
A drogas. El eje HPA y el sistema
Ventral pallidum ,

cerebral de estrés promueven

’ 4
' S o . la desregulacién del circuito de
H ; Opioid Hippocampus
' : .~ peptides * recompensa; y expresando y
' ' - . ~
1 ' ' > ,
d ' * > erpetuando la  busqueda
! . ¥ ] X perp : q
X . N compulsiva de la droga se haya
* ' . . . s .
' ] el circuito cortico-talamico-

VTA e S estriatdo. Tomado de Koob y
DA neurons =121 1C.----" Le Moal, 2001.
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I Stress hormone

La amigdala extendida es un sistema de CRF extrahipotalamico cuyos somas se localizan en la
CeA y el BNST, areas relacionadas con las emociones, la memoria emocional y sensibles a
estados afectivos negativos y de estrés. Durante el consumo crénico y especialmente durante

la abstinencia a drogas se produce un aumento en la liberacién de CRF en el Shell del NAc que

regula la transmision DA.

Otros sistemas neuronales, ademas del mesocorticolimbico y del CRF, juegan un papel crucial
en el sindrome de abstinencia tanto fisico como psicoldgico. Estos incluyen la noradrenalina
(NA) (Weinshenker y Schroeder, 2007), las orexinas (Mahler y cols., 2012) o la dinorfina (DYN)
(Yuferov y cols., 2004; Schlosburg y cols., 2013) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema ilustrativo de las combinaciones de neuro-adaptaciones en los distintos circuitos
cerebrales para las tres etapas del ciclo de la adiccidon que promueven el comportamiento de blsqueda
de droga en los adictos. La activacidn del estriado ventral/dorsal y la amigdala extendida es conducida
por el hipocampo mientras que la amigdala basolateral y la insula conducen la aparicién de un estado
emocional negativo y estrés. El cortex prefontal estd comprometido, produciendo déficits en funciones
ejecutivas, contribuyendo asi con el prominente incentivo que producen las drogas comparado con los
reforzadores positivos naturales. Los sistemas de DA estan comprometidos y el sistema cerebral de
estrés, como el CRF, activado para restablecer la importancia de las drogas en el contexto del estado
disférico de la abstinencia. Tomado de Koob y Volkow, 2010.

La recaida en la adiccion a drogas, es el estado en el que los adictos vuelven a consumir
compulsivamente la droga tras un periodo corto o incluso prolongado de abstinencia. La fase
de preocupacidn/anticipacion consiste en dos procesos: abstinencia prolongada y recaida post-
estrés. El CRF contribuye al estado emocional negativo residual que puede ser la base para la
busqueda de droga en las recaidas desencadenadas por la exposicion a estimulos o situaciones
estresantes (Valdez y cols., 2002; Valdez y Koob, 2004). Asi, el sistema de CRF en el BNST es
activado cuando los agentes estresantes inducen recaida (Shaham vy cols., 2003), los
antagonistas de CRF impide la recaida post-estrés a cocaina, alcohol y opidceos en modelos
animales de autoadministracion (Erb y cols., 1998, Liu y Weiss, 2002, Zislis y cols., 2007). Otros
sistemas cerebrales implicados en la recaida post-estrés incluyen NA, oxitocina y vasopresina

(Zzanos y cols., 2014).
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3. MODELOS DE COMPORTAMIENTO PARA EVALUAR LA ADICCION A DROGAS EN
ROEDORES

La investigacion clinica en humanos adictos ha

sido atil para conocer la magnitud, Ia
demografia y la fases de la enfermedad
adictiva, sin embargo, la mayor parte del

progreso realizado en el estudio de la adiccidn

y sus bases neurobiolégicas, proviene de

trabajos desarrollados en modelos animales. A
pesar de que no existe ningin modelo animal
que pueda explicar y desarrollar

completamente el proceso adictivo tal y como

se desarrolla en humanos, estos nos permiten

=
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investigar elementos especificos que forman
parte de dicho proceso (Koob y Le Moal,
2008). Algunos ejemplos de modelos para el

estudio de los procesos adictivos son los

paradigmas de la estimulacion intracraneal

.. , .. . Figura 7. Paradigma auto-estimulacion
eléctrica, los métodos de condicionamiento de g &

intracraneal. Tomado Sanchis-Segura vy
plaza y las técnicas de auto-estimulacion,  spanagel, 2006.

entre otros (Sanchis-Segura y Spanagel, 2006).

3.1 ESTIMULACION INTRACRANEAL
Los estudios iniciales que utilizaban el paradigma de la estimulacién intracraneal (ICSS) fueron
fundamentales para la identificacién del circuito de recompensa cerebral (Olds y Milner, 1954).
En el modelo ICSS, a los animales se les implantan unos electrodos intracraneales en las
estructuras cerebrales relacionadas con la recompensa y son entrenados para mantener un
comportamiento operante y obtener un pulso eléctrico a través de los electrodos (Figura 7).
Durante estas sesiones se estima el nivel de estimulacién eléctrica necesario para inducir la
ICSS. Tipicamente, los estimulos reforzadores, como las drogas, disminuyen el nivel basal de
auto-estimulacién, mientras que los estimulos aversivos, como la abstinencia a drogas, lo

elevan (Markou y cols., 1993).
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3.2 PREFERENCIA Y AVERSION CONDICIONADA DE PLAZA
El modelo de condicionamiento espacial es un procedimiento basado en el condicionamiento
clasico que sirve para investigar el efecto de recompensa que producen las drogas de abuso
(Katz y Gormezano, 1979). Brevemente, los animales exploran dos compartimentos neutros,
pero diferentes entre si. Uno de ellos estard asociado a los efectos de la droga. Tras el
condicionamiento, al animal se le ofrece la oportunidad de elegir entre los dos
compartimentos (Figura 8). El tiempo que el animal pasa en el compartimento asociado a la
droga es un indice indirecto del valor reforzador de dicha droga. El animal expresara
preferencia por aquel contexto donde ha experimentado un refuerzo positivo (preferencia de
plaza condicionada o CPP) y evitard aquel contexto que le induzca un estado aversivo (aversion

de plaza condicionada o CPA).

El modelo de condicionamiento espacial es una manera sencilla, rdpida y econdmica de
evaluar las propiedades placenteras de las drogas. Asi, este modelo nos proporciona una
herramienta Unica para comprobar el condicionamiento que puede ejercer una droga y nos da
informacidén indirecta sobre sus posibles efectos placenteros o disféricos (Carboni y Vacca,

2003).

HABITOATION

Figura 8. Paradigma preferencia
plaza  condicionada. Tomado

Sanchis-Segura y Spanagel, 2006.
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3.3 AUTOADMINISTRACION OPERANTE
El condicionamiento operante nace de la teoria psicoldgica del aprendizaje desarrollada por
Skinner. La base fundamental de este paradigma es la nocién de contingencia entre la
respuesta que se solicita al animal y el refuerzo que recibe como consecuencia de la misma. De
este modo, cuando una situacion reforzadora (los efectos de la droga) es contingente con una
respuesta (accionar una palanca, introducir el hocico en un agujero), la probabilidad de que
aparezca dicha conducta aumenta (Skinner, 1938). El condicionamiento operante es, sin duda,
uno de los modelos mas utilizados y de mayor capacidad predictiva para el estudio de los
procesos neurobiolégicos implicados en la adiccion. El método de autoadministracion mas
utilizado es por via intravenosa, pero también se utilizan otras rutas de autoadministracion,

como la oral y la intracerebral (Figura 9).

El condicionamiento operante ha permitido explicar de una manera fundamental la conducta
de autoadministracion de las drogas de abuso. Self y Nestler (1995) sefialaban que las drogas
son clasificadas como reforzadoras si la probabilidad de una respuesta de busqueda se
incrementa cuando es asociada con la exposicion de la droga. Asi, la autoadministracion
intravenosa de una droga es el modelo animal por excelencia que predice el potencial de

abuso (Collins y cols., 1984).

Bomba dispensadora
de droga o salino e e

Ordenador

Figura 9. Modelo del condicionamiento operante reforzado por la autoadministracion
intravenosa de una droga. (Modificado de Cami y Farre, 2003).

IM

Este modelo es una variacion de la original “caja de Skinner” donde hay dos manipulandos
(p.e.: palanca), la respuesta en el manipulando activo conduce directamente a la liberacion de
una infusién intravenosa (refuerzo), y la respuesta en el manipulando inactivo no tiene
ninguna consecuencia. Con frecuencia, se usan protocolos de tipo “razén fija” en los que el
numero de respuestas requeridas para obtener el refuerzo es fijo durante cada sesion.

Existen otros protocolos como el de razén variable, intervalo fijo, intervalo variable, patrones

de segundo orden, etc. En los programas de intervalo, el refuerzo ocurre tras un periodo de
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tiempo fijo o variable, a partir de la Ultima respuesta reforzada. Los protocolos de segundo
orden son mds complejos, ya que incluyen a la vez dos programas diferentes: uno de los

protocolos es intervalo fijo y el otro razon fija.

El paradigma de autoadministracién nos permite evaluar de forma directa la eficacia

reforzadora de la droga, asi como diferentes procesos implicados en la conducta.

4. SISTEMAS IMPLICADOS EN LAS PROPIEDADES ADICTIVAS DE LA MORFINA

4.1 SISTEMAS DOPAMINERGICOS
El sistema dopaminérgico es uno de los elementos cruciales en el trastorno adictivo, cuya
implicacion e importancia han confirmado repetidamente los estudios realizados en este
campo. Las dos dreas cerebrales dopaminérgicas mds importantes implicadas en el proceso

adictivo son, el VTAy el NAc.

EL VTA estd formado por un 60-65% de neuronas dopaminérgicas, un 25% de interneuronas
GABAérgicas y el resto por interneuronas glutamatérgicas. Las interneuronas GABA expresan
MOR (Swanson, 1982; Nair-Roberts y cols., 2008). La administracion de morfina excita,
indirectamente, las neuronas dopaminérgicas a través de la inhibicidon de las neuronas GABA
que sinaptan en las dendritas dopaminérgicas del VTA. Esta desinhibicién de las neuronas
dopaminérgicas requiere la activacién de los receptores NMDA y AMPA (Jalabert y cols., 2011).
En este sentido, estudios previos en animales han evidenciado que la activacién aguda de los
MOR en animales naive inhibe las neuronas glutamatérgicas a través del acido araquiddnico
que potencia los canales de voltaje dependientes de K*. Las neuronas GABA son inhibidas a
través de las proteinas G que median la inhibicion del Ca2* y la activacién de la conductancia
de K, y la liberacién de GABA es disminuida por la inhibicién de la adenosina-monofosfato-
ciclico (AMPc), el cual facilita la liberacién del neurotransmisor.

Durante el consumo crénico se produce una situacidon bifasica en la liberacidon de DA. Por una
parte, en el momento de la ingesta existe una elevacion de los niveles de DA extracelular, y por
otra, al cesar el consumo, se manifiesta una disminucién de la liberacién endégena de DA, lo
que induce a consumir nuevamente. La tolerancia a los efectos inhibitorios de la morfina a
través de la activacién de MOR localizados en las neuronas GABAérgicas se desarrolla a través
de una regulacién al alza compensatoria del sistema del AMPc, pero los canales de K en las
neuronas dopaminérgicas se regulan a la baja, estableciendo una descarga basal elevada de DA

y una actividad explosiva en estas neuronas.
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Finalmente, en la abstinencia, la hipofuncionalidad dopaminérgica se asocia a cambios

neuroadaptativos que afectan, principalmente, a los circuitos de la recompensa donde la

actividad de las neuronas GABAérgicas estd aumentada por la mayor actividad de los canales

de Ca*" y la menor actividad de los canales de K* (Figura 10).
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El NAc es un nucleo formado por una amplia mayoria de neuronas medianas espinosas (MSNs)

(90-95%), siendo las restantes células interneuronas colinérgicas o GABAérgicas (Kawaguchi y

cols., 1995). Estas MSNs del NAc pueden ser divididas en dos grupos, las que expresan

receptores de la familia D, (incluye D; y Ds) o de la familia del receptor D, (incluye D,, D3, Da).

En concreto, el receptor MOR esta acoplado a proteinas G inhibitorias (Gai) y se localizan en

las terminales glutamatérgicas y GABAérgicas y en las MSNs que expresan la familia de

receptores Di. Por una parte la activacién aguda de MOR en animales naive suprime la

liberaciéon de GABA y glutamato a través de la inhibicién de los canales de Ca®* y la activacién

de la conductancia de K*, asi como, la inhibicién de de otros cationes mediada por el AMPc.

(Figura 11).
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Estructuralmente, las fibras aferentes glutamatérgicas hacia las MSNs del NAc hacen sinapsis
en las espinas dendriticas modulando la sinapsis de fibras dopaminérgicas mediante
conexiones extra-sinapticas. Esta triada de espina dendritica, sinapsis glutamatérgica y sinapsis
dopaminérgica permite a la DA modular la excitabilidad de las neuronas del NAc (Sesack y
Grace, 2010). La excitacidn cortical que realizan las MSNs en presencia de DA se realiza
mediante la activacion post-sinaptica de los receptores D;. Los receptores D, estan acoplados a
proteinas Gs, activando asi la ruta intracelular del AMPc/ PKA/ elemento de unién de
respuesta al AMPc (CREB) o bien de otros factores de transcripcion (AP-1, GATA, STAT3, FOS,
FOSB, JUN, ATF3, CEPBD, NFKBI y NFKBIZ) y, por tanto, la expresién de genes implicados en la
adiccién, como C-Fos, pro-DYN, AVP, AVPR1A, CRF-1, CRF-2, FKBP5, GAL, GLRA1, NPY1R y
NR3C2. (Levrany cols., 2014; Bannon y cols., 2014).

4.2 SISTEMAS NORADRENERGICOS
Otras estructuras del sistema cerebral de estrés son los nucleos y vias noradrenérgicas, como
el NTS-A2, el VLM-A1 y el locus coeruleus (LC-A-6). Por su parte, las neuronas noradrenérgicas
del LC-A6 regulan la actividad del VTA y de la CPF, estimulando la liberacién de DA durante la

administracién aguda de drogas (Goodman, 2008). Ademds, las proyecciones noradrenérgicas
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del LC-A6 inervan el BNST y la CeA modulando la alostasis de la amigdala extendida mediante
la liberacidn de CRF en este sistema. El NTS-A2 y el VLM-A1, y en menor medida el LC-A6,
envian proyecciones noradrenérgicas al PVN, (Cunningham y Sawchenko, 1988, Cummings y
Sewybold, 1988). Ademas, existen evidencias de que las neuronas de CRF del PVN, la CeAy el
BNST, inervan los nucleos noradrenérgicos bulbares comentados (Daftary y cols., 2000),
estableciendo un bucle NA-CRF (Koob y Kreek, 2007) regulando, de esta manera, la activacion
del sistema cerebral de estrés (Figura 12).

Cerebral Cortex

Locus
Coeruleus
Hypothalamus
®
A A6
=/
®
Al el = Pituitary

Figura 12. Diagrama que ilustra las dos principales proyecciones del sistema noradrenérgico, el locus
coeruleus (LC-A6) y el VLM-A1/NTS-A2 y sus interacciones con el nucleo paraventricular del hipotdlamo
(PVN) que contiene neuronas del factor liberador de corticotropina (CRF). El loop entre el PVN y el LC-
A6 constituye una mutual excitacién positive modulando la respuesta del organismo frente a estrés.
Modificado de Dunn y Swiergiel, 2008.

4.3 SISTEMAS DE CRF
En la década de los cincuenta ya se demostrd la presencia de un factor hipotaldmico que
estimulaba la secrecion de la ACTH en la adenohipdfisis (Guillemin y Rosenberg, 1955; Saffran
y Schally, 1955) y que se denominé CRF. El CRF es un neuropéptido de 41 aminodcidos aislado
originalmente del hipotdlamo ovino (Vale y cols., 1981) que desempefia un papel crucial en la
regulacion del eje HPA, tanto en situacién basal como en respuesta a estrés (Suda y cols.,
2004). Su estructura primaria fue determinada en ovinos por Spiess y cols., en 1981 y desde
entonces en distintas especies incluyendo humanos, ratas, ratones, cerdos, cabras o ranas. El
CRF de ratones y humanos es idéntico aunque ambos difieren ligeramente del ovino (Figura
13). El descubrimiento de otros péptidos con una semejanza estructural significativa con el
CRF, especialmente la familia de las urocortinas (urocortinas-1, -2, -3) sugiere un amplio papel
de la transmision nerviosa del CRF no solo en las respuestas conductuales frente al estrés sino

también auténomas y periféricas (Bale y Vale, 2004).
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Figura 13. Estructura de aminoacidos del factor liberador de corticotropina
(CRF) en humanos y en ratones. Existe gran similitud en el prepropéptido y la
misma estructura del péptido maduro en ambas especies animales.
Modificado de Huising y Vale, 2010.

En los ultimos afios, se ha podido constatar que durante la dependencia a diferentes
sustancias de abuso, se produce una estimulacidon de los sistemas de CRF hipotaldmico vy
extrahipotalamico, lo que se ha postulado como un factor importante en el mantenimiento de
la adiccidn, asi como en las recaidas durante el sindrome de abstinencia (Koob y Zorrila, 2010;

Koob y cols., 2014; Wise y Koob, 2014; Zorrilla y cols., 2014).

El CRF se libera en diversos tipos de poblaciones neuronales que participan en procesos de
cognicidén, emocidn y en la regulacion de funciones autondmicas y endocrinas (Figura 14). La
mayoria de neuronas y fibras de CRF aparecen en areas que regulan la hipdfisis, el bulbo
olfatorio, el hipocampo vy el sistema nervioso auténomo junto con interneuronas corticales (De
Souza y Grigoriadis, 2002). Asi, la mayor concentracion de neuronas de CRF se encuentra en el
PVN, en concreto, en la regién parvocelular desde donde envian axones terminales a los
capilares de la eminencia media. También hay un pequeno grupo de neuronas de CRF que
proyectan al tronco encefdlico y la médula espinal, con el fin de regular respuestas
autondmicas y de estrés, siendo importantes las fibras de CRF en el NTS-A2 y el VLM-A1l vy el
LC-A6. Otros nucleos hipotaldamicos que contienen neuronas de CRF incluyen el drea predptica

medial, el ndcleo dorsomedial, el nucleo arcuato, el hipotdlamo posterior y el nicleo mamilar.
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Figura 14. Esquema cerebral sagital que ilustra la localizacién anatémica de las neuronas (circulos) y
fibras (flechas) de CRF que median las respuestas conductuales, autondmicas y endocrinas al estrés.
Tomado de Zorrilla y cols., 2014.

Diversas neuronas de CRF se encuentran en las estructuras de la amigdala extendida. En
concreto, las neuronas de CRF de la CeA proyectan a la regién parvocelular del PVN, el nucleo
parabraquial y el tronco encefdlico, regulando el comportamiento, la actividad
neuroendorcrina y la funcidn autondmica. Las neuronas de CRF del BNST envian terminales al
tronco encefdlico, como el nucleo parabraquial y el complejo vagal dorsal, coordinando la
actividad auténoma. Ademas, las fibras de CRF interconectan la AMY con el BNST y el
hipotdlamo vy llegan al shell del NAc, regulando procesos relacionados con la emocién. Hacia
las areas mesencefalicas, como el VTA, se dirigen gran cantidad de fibras de CRF desde la
amigdala extendida. Finalmente, un grupo disperso de neuronas de CRF presentes en la AMY

envian unas pocas proyecciones hacia el hipocampo, y el giro dentado (DG).

A nivel de la médula espinal, las neuronas de CRF se localizan en las laminas V-VIlly Xy en la
columna intermediolateral a nivel tordcico y lumbar. Estas fibras ascendentes de CRF juegan
un papel relevante en la modulacién de la sensibilidad aferente y de la actividad simpatica a

través de las neuronas pre-ganglionares de CRF.

4.3.1 VIAS NEURONALES DE CRF
Conceptualmente se han dividido las poblaciones neuronales de CRF en dos sistemas
cerebrales, uno que regula funciones neuroendocrinas desde el hipotidlamo, y otro,
extrahipotalamico, que regula funciones nerviosas relacionadas con las emociones, el

comportamiento y el control auténomo frente a estrés.

El sistema de CRF hipotaldmico constituye el eje neuroendocrino HPA de estrés. Este eje

neuroendocrino esta formado por el PVN, que se subdivide en la region magnocelular, cuyas
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neuronas sintetizan vasopresina y oxitocina; y la region parvocelular, donde se encuentran las
neuronas de CRF. La zona medial parvocelular envia proyecciones de CRF a la eminencia media
induciendo la liberacién endocrina por la adenohipéfisis de la ACTH, la que induce, finalmente,
la liberacién de glucocorticoides (GC) por las glandulas suprarrenales (Figura 15). Los GC
liberados ejercen una retroalimentacidon negativa sobre la liberacién de CRF y ACTH. Diversos
estudios concluyen que los altos niveles de GC en plasma durante el estrés crénico aumentan
la sensibilidad del sistema mesocorticolimbico a los efectos reforzadores de las drogas, debido
a la presencia de receptores de GC en el VTA, los cuales facilitarian la liberacién de DA (Polter y

Kauer, 2014).

El sistema de CRF extrahipotalamico tiene como componente fundamental la amigdala
extendida, cuya neuroanatomia fue comentada anteriormente. Numerosos estudios han
demostrado la importancia de este sistema en la regulacion de las respuestas asociadas con el
miedo y el estrés. Sus componentes intervienen, principalmente, en los efectos reforzadores
negativos que tienen lugar durante el sindrome de abstinencia, tales como ansiedad,

depresion, disforia etc. (Koob y Zorrilla, 2010; Breese y cols., 2011; Logrip y cols., 2011).

stressor

Figura 15: Eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HPA).
En respuesta a estrés o agresion fisica o psiquica, el

Rypothglamus hipotdlamo libera el factor liberador de
CRH ® & corticotropina (CRF), el cual estimula en la hipdfisis

Pitutary anterior la liberacion de hormona

o adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH estimula en las

GABA ——| ACTH ® © cortisol glandulas suprarrenales la secrecién de cortisol. El

exceso de cortisol actua inhibiendo la liberacion de
CRF y ACTH mediante un feedback negativo.

L medulla
S8 Tomado de Ross y cols., 2013.

Adrenal
gland

4.3.2 CRF Y SUS RECEPTORES
Diversos estudios moleculares han demostrado la existencia de tres tipos de receptores de
CRF, siendo nombrados como receptores de CRF-1, -2 y -3 (CRF-1, CRF-2 y CRF-3). Los tres
receptores pertenecen a la subfamilia Secretina/B de receptores acoplados a proteinas G y
todos tienen un dominio extracelular de unién a hormonas (Langerstrom y Schioth, 2008). Los
receptores de CRF-1 y CRF-2 han sido identificados en humanos, roedores y otros mamiferos;
mientras que el receptor CRF-3 tan solo ha sido identificado en el pez gato o Silurus glanis (Arai

y cols., 2001).
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La estructura general de los receptores de CRF (Figura 16) comprende un dominio extracelular
N-terminal (ECM 1), tres hélices en el dominio extracelular (EC 2-4), siete dominios
transmembrana (TMD 1-7), un dominio intracelular formado por tres hélices (ICD 1-3) y un C-

terminal (Hoare, 2005).

Estos receptores tienen como ligando principal el CRF pero se han identificado unos péptidos
analogos con gran afinidad por los mismos, llamados urocortinas.
HaM

Figura 16. Estructura general de los
receptores de CRF. El dominio

Extraconier | extracelular ~ N-terminal  (EC1)
Cellular _ preser.wta el maygr sitio de unidn
membrans -7 del ligando, mientras que los

dominios extracelulares (EC2-4), y
Infracelusiar los 7 dominios transmembrana

(TMD1-7) participan parcialmente
en la unién del ligando. Tomado de
Yang y cols., 2010.

El ligando activa el receptor acoplado a la proteina G, mediante la unién al extremo N-terminal
y a los segmentos transmembrana (Grace y cols., 2004), transduciendo sus sefiales a las células
mediante la via de la AC e incrementando la produccién de AMPc. No obstante, recientemente
se ha podido constatar su capacidad para interactuar con otras proteinas G, como Gq y Gi/o.
De esta forma, los receptores de CRF pueden modular distintas rutas de sefializacién
intracelular, como las PKA, PKC y la concentracién intracelular de Ca”, tanto en la exposicion

aguda como crdnica a drogas y durante el sindrome de abstinencia (Figura 17).

. CP 154,526
Acute Opiate Exposure Chronic Opiate Exposure Opiate Withdrawal nisiion
Morphine Mnrphine Naltrexone 4cre ‘/
el e o o
Removai ni'ep.l’ah Increased CAF-RI
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Up-Regulation of g
Wcute inhibition e pMP 2, Adanyly! C) CAMP o cAMP o'es Withdrawal Signs:
of the GAMP  © b and ﬂg L?r‘:};? o ﬂmmmf * o:.os:o Cellular and
pathway Normalization of the cAMP Pathway l’ Behavioral Responses
cAMP Function >,
PKA il Activation of Arca
Cad+-dependent
kinases (7)
Regulation of Gene Regulation of Gene CRF-R1 Expression:
Expression Expression Compensatory Down-
Regulation

Figura 17. Vias de sefializacion del receptor de CRF-1 durante la exposicion aguda, crénica y la
abstinencia a opioides. Mientras en la exposicidon aguda se produce una inhibicién del AMPc, a medida
que el consumo se hace croénico, se restablece su activacion y durante la abstinencia hay un aumento
desmesurado de este segundo mensajero y de la PKA. Tomado de Grace y cols., 2004.
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Por una parte, entre las diferentes especies animales se han identificado ocho variantes
alélicas (a, b, ¢, d, e, f, gy h) del receptor de CRF-1, formadas de 415 a 420 aminoacidos (Perrin
y cols., 1993). Sin embargo, el receptor CRF-1(a) parece ser la Unica forma activa de las ocho
variantes (Grammatopoulos y Chrousos, 2002). Por su parte, del receptor de CRF-2 existen tres
variantes: CRF-2(a) de 411-413 aminodacidos, CRF-2(b) de 431-438 aminoacidos, y CRF-2(c) de

397 aminodacidos (Spiess y cols., 1998).

En cuanto a su distribucién en el organismo, es distinta para cada uno de los dos tipos (Figura
18). El receptor de CRF-1 es abundante en el SNC, preferentemente en la adenohipéfisis (Bale
y Vale, 2004), el hipocampo, cdértex, cerebelo, AMY y bulbo olfatorio (Palchaudhuri y cols.,
1998). Estudios recientes sefialan la presencia moderada en la auricula izquierda y ambos

ventriculos cardiacos, de este receptor en humanos y roedores (Kimura y cols., 2002).

En cuanto al receptor de CRF-2 y sus variantes, muestran una distinta distribucién entre
humanos y roedores. En ratas y ratones, el receptor de CRF-2(a) se localiza preferentemente
en el SNC, principalmente en el septum lateral, el hipotdlamo ventromedial y el plexo
coroideo, pero en cambio, su presencia en la hipdfisis es testimonial (Hauger y cols., 2003). El
receptor de CRF-2(b) se detecta principalmente en las arteriolas cerebrales y en tejidos
periféricos, como el corazdn, la vasculatura lisa, los pulmones, el musculo esquelético, el tracto
gastrointestinal, los ovarios y los testiculos (Hauger y cols., 2003; Spiess y cols., 1998). En
contraste, en humanos el receptor de CRF-2(a) se expresa tanto en el SNC como en tejidos
periféricos y en las cuatro camaras cardiacas, mientras que el receptor de CRF-2(b) se
encuentra principalmente en el cerebro y en la auricula izquierda (Kimura y cols., 2002; Perrin
y Vale., 1999). Actualmente, el receptor de CRF-2(c) tan solo ha sido localizado en algunas

regiones como el hipocampo y en menores cantidades en la AMY (Kostich y cols., 1998).

)
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Figura 18. Distribucion de los receptores de CRF tipo 1y 2 en el cerebro de ratén. Modificado de Van
Pett y cols., 2000)
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Los receptores de CRF tienen diversos ligandos de unién que modulan su actividad. Se ha
demostrado que los dominios extracelulares del receptor de CRF-1, en concreto, el dominio
EC-1 (N-terminal), es determinante para la unidn al receptor de agonistas y antagonistas
(Perrin y cols., 2006), mientras que los dominios EC-2, EC-4 y EC-3-TMD5 contribuyen a dicha
union. La regién N-terminal del CRF, aunque se une a la region TMD-5 con una débil afinidad,
es la responsable de la activacién del receptor. Ademas, las hélices TMD-3 y TMD-5 son
responsables de la unién de los ligandos no peptidicos (Spiess y cols., 1998). El hecho de que
las regiones EC-1-4 de ambas variantes del receptor de CRF-2 tengan una menor homologia
con las mismas regiones del receptor de CRF-1, tal vez, explique por qué el receptor de CRF-2
se une preferentemente a los analogos de CRF sauvagina y urocortina 2, y no tanto al propio

CRF (Palchaudurriy cols., 1998).

En cuanto a sus funciones, numerosos estudios han evidenciado el importante papel que
desempenan los receptores de CRF en la etiologia de diversos procesos patoldgicos. En
concreto, se ha propuesto su implicacién en diversos desordenes asociados con el estrés,
como la ansiedad y la depresion. Ademas diversos estudios, han constatado que la activacién
del sistema neuronal de CRF esta involucrada en la sintomatologia del sindrome de abstinencia
a diferentes sustancias de abuso, como cocaina, anfetaminas, alcohol y morfina. Se ha
propuesto que el receptor de CRF-1 es que el que media la secrecién de ACTH, asi como los
efectos ansiogénicos que aparecen durante el sindrome de abstinencia. Estos datos son
avalados por estudios en los que la administracion de antagonistas del receptor de CRF-1
(Tabla 3) atenua la activacién del eje HPA y los signos de abstinencia a opioides (Lu y cols.,
2000; Stinus y cols., 2005; Contarino y Papaleo, 2005; Navarro-Zaragoza y cols., 2010).
Respecto a las funciones del receptor de CRF-2, estudios recientes apuntan a su implicacion en
el sindrome de abstinencia a morfina (Papaleo y cols., 2008; Ingallinesi y cols., 2012) y la
recaida a drogas como la cocaina (Williams y cols., 2013), aunque su funcion ha sido mas
estudiada como posible diana terapéutica en el infarto de miocardio, pues se ha demostrado
que las urocortinas, mediante la activacion del receptor de CRF-2, producen un efecto

vasodilatador e inotropo (Bale y cols., 2004; Yang y cols., 2010).
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Tabla 3. Efectos de los antagonistas de receptores de CRF-1 en diversos procesos de la adiccidon a drogas

de abuso como cocaina, opioides, alcohol, nicotina o cannabis. Modificado de Koob, 2009.

CRF Antagonist Effects

Withdrawal-induced Withdrawal-induced Baseline salf- Dependence-induced

Drug  CRrinGen | arewremomer  Peeprieews sttt
Cocaine T 4 — 1 4
Opioids T 4 — L i
Ethanol T ~L - J- -L
Nicotine T 4 - { {
AS-THC T J

—, no effect; Hank entries indicate not tested. Ced, central nucleus of the amygdala.

4.3.3 IMPLICACION DEL CRF Y SUS RECEPTORES EN LA ADICCION
Los sistemas de CRF juegan un papel relevante en las tres etapas del ciclo de la adiccidn pero,
en particular, en la Ultima etapa o del estado afectivo negativo/abstinencia. Tras los efectos
reforzadores positivos, regulados por la DA en el VTA, se produce un proceso de contra-
regulacion para mantener la homeostasis, produciendo distimia y un estado de tension/vigilia
a través de la regulacion a la baja del sistema de recompensa y una regulacion al alza del
sistema cerebral de estrés, incluyendo CRF y NA en la amigdala extendida (Koob y Zorrilla,
2010; Breese y cols.,, 2011; Logrip y cols.,, 2011). Con la repeticion del ciclo
intoxicacion/abstinencia, el proceso de alostasis predomina sobre el proceso de recompensa y,
en consecuencia, el sujeto necesita consumir mas droga para mantener la eutimia,
aumentando progresivamente el CRF en las distintas areas cerebrales (Figura 19). Este proceso
es mediado por el receptor de CRF-1 en la amigdala extendida aumentando los niveles de CRF
en la CeA y el BNST durante la abstinencia a alcohol (Roberto y cols., 2010; Olive y cols., 2002),
nicotina (George y cols., 2007), cocaina (Richter y Weiss, 1999), opioides (Weiss y cols., 2001) y

cannabis (Rodriguez de Fonseca y cols., 1997).
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Allostatic Points
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Figura 19. La progresion del uso compulsivo de la droga alera la
homeostasis a través de una regulacién al alza de la actividad de CRF en
multiples areas cerebrales, como el VTA, el NAc, la CPF y la amigdala
extendida. Tomado de Zorrilla y cols., 2014.

El proceso de contra-regulaciéon también aumenta la activacion del eje HPA, a través de los
receptores de CRF-1, elevando los niveles de ACTH y GC durante la abstinencia de todas las
drogas de abuso. Los GC, pueden activar y sensibilizar los sistemas de CRF de la amigdala
extendida, interaccionando asi, los sistemas de CRF neuroendocrinos y extra-hipotalamicos.

En este sentido, diversos estudios han descrito niveles elevados de CRF y CRF-1 tras semanas
de abstinencia a etanol o morfina en modelos animales (Zorrilla y cols., 2001; Sommer y cols.,
2008) y la disminucidn de la ansiedad tras la administracion de antagonistas de receptor de

CRF-1 (Overstreet y cols., 2002; Zhao y cols., 2007).

Asi mismo, se ha establecido un papel del CRF/CRF-1 en la recaida a drogas de abuso. Por
ejemplo, antalarmin y MTIP, dos antagonistas del receptor de CRF-1, atenuaron la recaida
inducida por estimulos estresantes como el estimulo eléctrico en ratas dependientes de
alcohol, cocaina, opiaceos, nicotina y metanfetamina (Lu y cols., 2005; Bruijnzeel y cols., 2009;
Nawata y cols., 2012; Roberto y cols., 2010). En todos los casos hubo un aumento en la
neurotransmisién de los sistemas de CRF en la amigdala extendida inhibido con los

antagonistas del receptor de CRF-1 (Hansson y cols., 2006; Francesconi y cols., 2009).

Por otra parte, estudios recientes apuntan a un papel importante del receptor de CRF-2 en el
sindrome de abstinencia a opidceos, pues sus antagonistas inhiben la aparicidon de los signos

de abstinencia (Papaleo y cols., 2008). Ademas, ratones knockout del receptor de CRF-2 no
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sufrieron disforia durante la abstinencia a opioides y mostraron niveles basales de ACTH vy
corticosterona. En conjunto, el receptor de CRF-2 podria mediar la respuesta del CRF extra-
hipotaldmico que subyace a la abstinencia a opidceos a través de una regulacién pre-sindptica

positiva de la sintesis y liberacién de CRF (Ingallinesi y cols., 2012).

En cuanto a estudios en humanos, hasta la fecha se han realizado unos pocos ensayos clinicos
utilizando antagonistas del receptor de CRF-1 para tratar la ansiedad y la depresién mayor
(Pexacerfont y CP-316,311 respectivamente) con resultados mixtos pero menos eficaces que
los tratamientos médicos aprobados actualmente, como benzodiacepinas o antidepresivos
inhibidores de la recaptacion de serotonina (Coric y cols., 2010; Binneman y cols., 2008).
Actualmente, se estan desarrollando algunos ensayos clinicos con antagonistas del receptor
CRF-1 (Figura 20) para tratar los problemas relacionados con la adiccién. El laboratorio
farmacéutico GlaxoSmithKline y el National Institutes of Health (NIH) estan evaluando si la
molécula verucerfont puede reducir el estrés y ansiedad producidos durante el craving en
mujeres adictas a alcohol (NCT01187511). Ademas, el laboratorio Bristol Myers Squibb y el NIH
estdn probando si pexacerfont puede prevenir el estrés inducido por el craving en pacientes a
dieta de comida palatable (NCT01656577), el craving y la abstinencia en fumadores
(NCT01557556), y el estrés inducido por el craving en mujeres alcohdlicas que sufren de

ansiedad (NCT01227980) (Bailey y cols., 2011; Zorrilla y cols., 2013).

Figura 20. Estructura quimica
de los diferentes prototipos de
antagonistas del receptor de
CRF-1 en estudio. Tomado de
Zorrillay cols., 2013.
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4.4 IMPLICACION DE LOS GLUCOCORTICOIDES
Los GC secretados como consecuencia de la activacion del eje HPA juegan un papel importante
en los procesos que permiten al organismo adaptarse a los agentes estresantes (McEwen,
1998). La administracion aguda de sustancias de abuso en animales activa el eje HPA y podria,
en primer lugar, facilitar la actividad en los circuitos de recompensa y como resultado facilitar
la adquisicion de la busqueda de droga (Piazza y Le Moal, 1997). En relacién con el CRF, estos
cambios agudos son desregulados con la administracién repetida de cocaina, opioides, nicotina
y alcohol (Koob y Kreek, 2007). Actualmente, se cree que una respuesta atipica al estrés podria

contribuir a la persistencia y recaida en el ciclo de la adiccion (Kreek y Koob, 1998).

Todas las drogas de abuso activan el eje HPA durante la administracién de droga y también en
la abstinencia aguda a las mismas. Sin embargo, a medida que el ciclo de consumo y
abstinencia continua, las respuestas del eje HPA muestran tolerancia, pero la exposicién del
cerebro a niveles elevados de glucocorticoides continua causando profundos efectos en los
sistemas cerebrales de estrés extra-hipotaldmicos. Por tanto, a pesar de que la elevacién
transitoria de los GC es beneficiosa para el organismo, las elevaciones repetidas o prolongadas,
como resultado de estrés crénico, producen una serie de condiciones patoldgicas que
contribuyen a la adicciéon. A nivel celular, median efectos gendmicos a través de regulaciones
transcripcionales (de Kloet y cols., 2008) y efectos rapidos no gendmicos mediante una gran
variedad de mecanismos que incluyen receptores acoplados a proteinas G, que regulan la
produccién de canabinoides enddgenos (Tasker y cols., 2006) y la inhibicion de la monoamina

transportadora 3 sensible a GC (Gasser y cols., 2006).

Los receptores de GC se expresan en los circuitos neuronales implicados en el estrés,
incluyendo neuronas de CRF del BNST (Cintra y cols., 1987), neuronas DA en el VTA (Harfstrand
y cols., 1986), interneuronas de la CPF (Ostrander y cols., 2003) y en diversos tipos neuronales
del NAc (Zoli y cols., 1990). En estas regiones, se ha demostrado la implicacidon de los GC en
diversos procesos de adaptacién neuronal a estrés incluyendo, expresion de mRNA de CRF en
el BNST (Schulkin y cols., 1998), aumento de glutamato en el VTA (Saal y cols., 2003), cambios
en la morfologia dendritica, en la neurotransmision dopaminérgica en la CPF (Butts y cols.,

2011) y glutamatérgica en el NAc (Campioni y cols., 2009).

Por tanto, los GC estan asociados a una alta respuesta a la novedad, facilitando la recompensa
durante el uso inicial de la droga y también podrian potenciar las adaptaciones neuronales en

el cerebro, en concreto, en los sistemas que conforman la amigdala extendida donde
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contribuyen a la alteracién de la homeostasis que desencadena la patologia asociada con el

abuso de sustancias.

4.5 ALTERACIONES EN LOS PATRONES DE EXPRESION GENICA
La adiccion es el resultado de cambios en los patrones de expresidn génica que llevan a
modificaciones en el funcionamiento y la homeostasis neuronal y a su vez, el funcionamiento
de los circuitos neuronales que conforman, desarrollando la conducta tipica adictiva (Nestler y
Aghajanian, 1997). Existen numerosos mecanismos descritos mediante los cuales la exposicidn
repetida a drogas altera la expresidon génica de las neuronas en las areas cerebrales, como
cambios en la velocidad de transcripcién de genes, modificaciones del proceso de sintesis del
acido ribonucleico mensajero (RNAm), alteracidon del proceso de maduracién de proteinas y

del trafico de las mismas a sus lugares intracelulares (Nestler, 2004).

CREB, es el factor de transcripcion que regula los efectos de la ruta del AC/AMPc/PKA sobre la
expresion génica. La PKA actua fosforilando el residuo de Serina (Ser) 133 de CREB, lo cual
provoca la dimerizacion de este factor de transcripcidén y la consiguiente unién de estos a la
secuencia promotora CRE de la cadena de acidos desoxinucléicos (DNA), regulando asi la
expresion de diversos genes (Figura 21). Ademas, CREB puede ser fosforilado de la misma
manera mediante otras protein kinasas como las kinasas dependientes de calcio (CaMK), PKC,

kinasa reguladora de la sefal extracelular (ERKs) o las MAPK (Mayr y Montminy, 2001).

Spine on medium spiny
neuren in NA

Figura 21. Esquema ilustrativo de
como las drogas fosforilan CREB y
heterodimerizan Fos o Jun

T e modificando la expresiéon génica de

. las neuronas. Tomado de Maze vy
allidum
cols., 2010.

CREB fue descrito por primera vez en 1987 como un factor de transcripcién de respuesta al
cAMP, regulador del gen de somatostatina (Montminy y Bilezikjian, 1987) y, desde entonces se
ha descubierto que regula la transcripcién de diversos genes implicados en la adiccidn, entre
los que se encuentran, C-Fos, el factor neurotrdfico derivado del cerebro (BDNF), Tirosina
hidroxilasa (TH), y multiples neuropéptidos, encefalina, el factor de crecimiento nervioso (BGF)

y el CRF (Carlezon y cols., 2005). A su vez, CREB interviene en los procesos de aprendizaje
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condicionado mediados por la AMY (Nonaka y cols., 2014), en procesos de memoria a largo
plazo mediados por el estriado y el hipocampo (Shu y cols., 2014; Bambah-Mukku y cols.,
2014) y plasticidad neuronal (Madsen y cols., 2012). Finalmente, ratones knockout para CREB

muestran menor dependencia y sindrome de abstinencia (Maldonado y cols., 1996).

Entre los genes cuya regulacién es regulada por CREB, se encuentran los genes de expresion
inmediata (IEG), cuya expresidon es inducida rdpidamente tras la exposicién a determinados
estimulos. Estos genes son de gran importancia en el desarrollo de la adiccién, en concreto las
familias de IEG Fos y jun que codifican diversos factores de transcripcion. La familia Fos incluye
c-Fos, FosB, Fra-1y 2 y AFosB (Nestler, 2012). Los miembros de la familia Fos heterodimerizan
con factores de transcripcion de la familia Jun (c-Jun, JunB) formando el complejo proteina

activadora-1 (AP-1) que actua sobre la transcripcién génica uniéndose al DNA.

La administracion aguda de diversas drogas de abuso induce la expresion de varias proteinas
de las familias comentadas anteriormente, de una forma rapida y transitoria, que dura entre 8
y 12 h, regresando a niveles basales previos. En cambio, otras proteinas como AFosB, son muy
estables por lo que va acumulandose con la administracidn repetida de droga, llegando a ser
una proteina predominante en el NAc. Ademas, estas proteinas permanecen elevadas, meses
después, aun cuando el sujeto cesa el consumo de la sustancia adictiva (Chen y cols., 1997).
Son este tipo de proteinas las que producen cambios permanentes en los sujetos adictos (Chao

y Nestler, 2004).

4.6 PAPEL DE LAS PROTEINAS ANTIOXIDANTES EN LA ADICCION
Actualmente esta siendo investigada la relacidn entre proteinas antioxidantes y numerosos
factores de transcripcion, no solo en la adiccidn sino también en enfermedad de Parkinson o
Alzheimer, en las cuales se han encontrado niveles disminuidos de proteinas redox, como la
tioredoxina-1 (Trx-1) (Liu y cols., 2013; Gil-Bea y cols., 2012). La Trx-1 se encuentra en casi
todos los organismos y es esencial para la vida. Es una enzima oxidorreductasa de 12 kD que
contiene un sitio activo ditiol-disulfuro. Es ubicua y se encuentra en muchos organismos desde
plantas y bacterias a mamiferos. Se han identificado multiples sustratos in vitro para la Trx-1,
incluyendo ribonucleasas, coriogonadotropinas, factores de coagulacién, receptores de GCe
insulina. La Trx-1 tiene varias actividades bioldgicas que incluyen la regulacidon de factores de
transcripcidn, la unién de factores al DNA y la neuroproteccidén. En concreto, actua facilitando

la reduccién de otras proteinas a través de un intercambio tiol-disulfuro en la cisteina.
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La Trx-1 es regulada al alza por las ERKs y por la via CREB-CRE. La Trx-1 es necesaria para que la
sefializacion de los factores de crecimiento nervioso a través de CRE expresen c-Fos. Por tanto,
la trx-1 es un cofactor neuotrdéfico que ejerce un papel citoprotectivo en el cerebro (Masutani
y cols., 2004). La Trx-1 puede translocarse al nucleo, interaccionar con factores de
transcripcién, como NF-kB, fosforilar CREB induciendo la expresion de diversos genes como lo
de la enzima antiapoptdtica Bcl-2 y la antioxidante MnSOD, aumentando de esta manera la
supervivencia de las células en el cerebro y el corazén (Chiueh y cols., 2005). Estudios recientes
han implicado la Trx-1 en la adiccién a drogas. En concreto, la administracion de
metanfetamina incrementa la expresion de la Trx-1, lo cual regula la actividad de CREB (Lv y
cols., 2013). Ademas, estudios con cultivos celulares han demostrado que la administracién de
morfina incrementd los niveles de Trx-1 en el nucleo celular (Luo y cols., 2012a,b). Otros
estudios, han sugerido que la epinefrina es capaz de inducir la expresion de Trx-1 a través de la
activacion de receptores B y su cascada de sefializacion AMPc/PKA/DARPP-32, promoviendo la

expresion de CREB (Jia y cols., 2013).

5. ALTERACIONES CARDIACAS DURANTE LA ADICCION: IMPLICACION DEL CRF
Las sustancias de abuso, no solo causan alteraciones moleculares a nivel del SNC, sino que
también alteran la regulacién de los drganos periféricos, como el corazén, y causan
alteraciones en proteinas, receptores y vias de sefializacion. Asi, entre las causas de muerte de
los pacientes adictos a drogas de abuso, se encuentra la arritmia, el infarto de miocardio y la
muerte subita, especialmente en consumidores de cocaina, metanfetaminas (Simonsen y cols.,
2011) y heroina, con una tasa de mortalidad anual de 1-5% de los adictos (Fernandez-Miranda

y cols., 1999; Nerantzis y cols., 2013).

Actualmente, es conocido que el CRF puede modular la respuesta del sistema nervioso
auténomo (Dunn y Berridge, 1990). Los estimulos procedentes del entorno estimulan la
corteza cerebral y el hipocampo, activando areas del hipotdlamo, en concreto el PVN, que es
un nucleo regulador de funciones endocrinas, vegetativas y conductuales. Como hemos visto,
el PVN regula la activacion de las areas bulbares mediante la liberacién de CRF en el NTS-A2 y
el VLM-A1, siendo el bulbo la principal area cerebral encargada de la regulacion simpatica
cardiaca (Nakamura y Sapru, 2009; Kc y Dick, 2010; Dampney y cols., 2002). Ademas, el PVN
recibe inervacién de estructuras limbicas relacionadas con las emociones como la CeA, el VTA
o la CPF, pudiendo estar implicadas en la respuesta cardiaca a factores externos del entorno.
Por tanto, a nivel del SNC, el CRF produce una activacidon del sistema nervioso simpatico
estimulando la liberacion de adrenalina en la glandula suprarrenal y la transmisidon de NA en el

higado, el lecho vascular y el corazén (Kang y cols., 2011) (Figura 22). A nivel cardiaco, produce
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un incremento en la presidén arterial media y de la frecuencia cardiaca (Matinez-Laorden y

cols., 2014).
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Figura 22. Inervacion cardiaca simpatica. Tomada de Yangy cols., 2010

Durante la adiccidn a morfina, se han encontrado alteraciones en la expresion de diferentes
proteinas como la TH o las proteinas de choque térmico (HSP) (Martinez-Laorden y cols., 2012,
2014; Drastichova y cols., 2011). También se han descrito alteraciones en proteinas implicadas
en vias de sefalizacién celular como las PKC, las ERKs o las MAPK p-38 (Drastichova, 2012;

Almelay cols., 2006; 2007).
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OBJETIVO GENERAL

Diferentes estudios anatdmicos, funcionales y de comportamiento sugieren un papel para los
sistemas de CRF en los procesos adictivos. Con el fin de buscar dianas terapéuticas que
pudieran ser de utilidad para el tratamiento de las adicciones el principal objetivo de este
estudio se ha centrado en investigar la implicacidn de los sistemas de CRF y de los receptores
de CRF1 en los efectos reforzantes positivos y negativos de la adiccion a morfina, y en los
cambios celulares y moleculares observados en diferentes estructuras cerebrales relacionadas
con los sistemas de recompensa, los circuitos del estrés y la memoria. Para ello, utilizamos
ratones genéticamente modificados en los cuales el receptor de CRF1 ha sido borrado
(knockdown, KO) y ratones tratados con un antagonista selectivo de los receptores de CRF1.
Como modelos de comportamiento utilizamos la preferencia condicionada de plaza (CPP) y la
aversion condicionada de plaza (CPA), paradigmas de condicionamiento pauloviano en los que
las propiedades reforzantes o aversivas de un farmaco, inicialmente relacionadas con un
estimulo ambiental neutro, originan a lo largo del condicionamiento que este estimulo
ambiental adquiera propiedades motivacionales, bien de atraccion o aversion, cuando el

animal es posteriormente expuesto.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Nuestro primer objetivo tuvo como finalidad establecer la posible participacion del sistema
cerebral del estrés en los efectos reforzantes de morfina. En los animales que presentan CPP a
morfina y en sus controles evaluamos: a) la actividad del eje hipotalamo-hipofisis adrenal
(HPA) mediante la determinacion de los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona
(radioinmunoanalisis); b) los posibles cambios en el nimero de neuronas de CRF y en la
activacidon de las mismas (doble inmunocitoquimica CRF/CREB)en algunas de las estructuras
que conforman el sistema cerebral del estrés hipotaldmico (PVN) y extra-hipotalamico (CeA 'y
BNST, inmunocitoquimica); y c) las proyecciones de las neuronas de CRF que inervan el
sistema mesolimbico (NAc y VTA) y el NTS-A2, principal drea noradrenérgica que inerva los
circuitos del estrés. Todos estos pardmetros también se analizaron en un grupo de animales
que recibian morfina o salino fuera de la caja de comportamiento (no condicionados)

(Articulo 1).

2. Ya que es conocido que la adicion, el estrés y la memoria comparten mecanismos de
modulaciéon por los mismos factores neurotréficos, cascadas intracelulares y estructuras
cerebrales nuestro siguiente objetivo fue investigar los posibles cambios moleculares que se

originarian en los sistemas del estrés hipotalamico (PVN) y en DG, estructura hipocampal
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considerada de una gran importancia para el almacenamiento de la memoria asociada a
contextos y experiencias en ratones sometidos al paradigma de CPP. El CRF liberado en el DG
del hipocampo por diferentes estimulos, activa los receptores de CRF1, lo que desencadena
una serie de sefiales de transduccion que fosforilan el factor de transcripcidon CREB, factor muy
estudiado en el campo del aprendizaje, la memoria y la adicciéon a drogas. Para llevar a cabo
este objetivo evaluamos la activacion de las neuronas de CRF en PVN (doble
immunofluorescencia CRF/CREB) y sus proyecciones al DG, asi como la expresion de pCREB y
Trx-1y su co-localizacién (western-blot, immunofluorescencia) en ambas estructuras. Dentro
de este mismo objetivo evaluamos la implicacién de los receptores de CRF1 en los efectos
reforzantes de la morfina y en los cambios observados en los diferentes parametros descritos
anteriormente. Para ello, administramos CP-154,526, antagonista selectivo de los receptores

de CRF1 (Articulo 2).

3. En roedores, el componente afectivo de la dependencia de opidceos puede ser reflejado y
estudiado mediante el modelo de CPA que nos ofrece una medida altamente sensitiva del
estado emocional negativo producido por el sindrome de abstinencia a opioides, permitiendo
a su vez explorar los mecanismos neurobiolégicos que subyacen en los efectos aversivos y en
la extincién de los mismos. En base a ello, en este objetivo estudiamos los efectos aversivos
precipitados por naloxona, mediante el paradigma de CPA, en ratones silvestres y KO del
receptor del CRF1 tratados cronicamente con morfina. Ademas, exploramos las modificaciones
de las vias noradrenérgicas bulbares (NTS-A2, VLM-A1) que inervan al VTA y al NAc mediante la
cuantificacion del nimero de neuronas de TH, enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas, y del nimero de neuronas de TH fosforilada en serina 40 6 31 en el NTS y en
VLM. Asi mismo, investigamos la activacidon de dichas neuronas mediante la colocalizacién c-
Fos/TH fosforilada en serina 40 6 31 (inmuocitoquimica) en animales KO del receptor de CRF1

(Articulo 3).

4. Como continuacidon del objetivo anterior hemos estudiado la extincion de los efectos
aversivos precipitados por naloxona en ratones silvestres y KO tratados créonicamente con
morfina. Nos planteamos este objetivo teniendo en cuenta que el estudio de los cambios
adaptativos que continlan o desaparecen durante la extincién puede darnos una amplia
informacidn acerca de los mecanismos que desencadenan la recaida, principal problema de las
adicciones. Evaluamos el papel de los receptores de CRF1 en la expresidn y extrincién de los
efectos aversivos en el paradigma del CPA, en los signos fisicos del sindrome de abstinencia

precipitado por naloxona y en la activacion del eje HPA mediante la determinacion de los
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niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona (RIA) después de la expresion o extincién de los
efectos aversivos de la abstinencia. Este objetivo lo realizamos en ratones machos y hembras
ya que existe un conocimiento bastante limitado en cuanto a los mecanismos que subyacen en

los diferentes patrones adictivos que presentan los hombres y mujeres (Articulo 4).

5. Ademas de los cambios neuroadaptativos que se producen en diferentes nucleos y dreas del
SNC durante los procesos adictivos, actualmente se sabe que hay una estrecha relacién entre
adiccién y desordenes cardiacos. Asi se ha descrito que la heroina produce importantes
cambios en los tejidos de conduccidn cardiacos que llevan a la produccion de diferentes tipos
de arritmias, responsables en parte de la muerte subita que acontence en adictos a esta droga.
Por ello, en este ultimo objetivo valoramos el papel de los receptores de CRF1 en los cambios
adaptativos que se producen en las vias noradrenérgicas centrales y periféricas durante el
sindrome de abstinecia precipitado por la administracidon de naloxona. Ya que existe una clara
conexién entre PVN, nucleos bulbares y corazén, evaluamos el turnover de NA en PVN (HPLC),
la activacion de las neuronas de TH fosforilada en serina 40 en el drea VLM mediante la
colocalizacion TH/c-Fos (inmunocitoquimica), el turnover de NA, la expresion de TH fosforilada
en serina 40 y PKA (western-blot) en tejido cardiaco. Para la realizacion de este objetivo

utilizamos ratones silvestres y KO del recetor de CRF1 (Articulo 5).
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BRAIN STRESS SYSTEM RESPONSE AFTER MORPHINE-CONDITIONED PLACE PREFERENCE
Garcia-Carmona JA, Milanés MV, Laorden ML

International Journal of Neuropsychopharmacology 2013; 16(9): 1999-2011; DOI:
10.1017/S1461145713000588 Factor de impacto: 5, 27

URL: http://ijnp.oxfordjournals.org/content/16/9/1999.long

ABSTRACT: This study examined the involvement of the brain stress system in the reinforcing
effects of morphine. One group of mice was conditioned to morphine using the conditioned
place preference (CPP) paradigm and the other group received morphine in a home-cage (non-
conditioned). Adrenocorticotropic hormone and corticosterone levels were measured by
radioimmunoassay; phospho (p) CREB expression and the number of corticotropin-releasing
factor (CRF) neurons and fibres were measured by immunohistochemistry in different brain
areas. We observed that the number of CRF neurons in the paraventricular nucleus (PVN) was
increased after morphine-induced CPP, which was paralleled with enhanced CRF-immuno
reactivity fibres in the nucleus tractus solitarius (NTS) and ventral tegmental area (VTA) vs.
home-cage group injected with morphine. Morphine exposure induced an increase in CREB
phosphorylated at Ser 133 in the PVN and central amygdale (CeA), whereas mice exhibiting
morphine CPP had higher levels of pCREB in the PVN, CeA and bed nucleus of the stria
terminalis (BNST). We also found that most of the CRF-positive neurons in the PVN, CeA and
BNST co-express pCREB after morphine CPP expression, suggesting that the drug-associated
environmental contexts can elicit neuronal activity in the brain stress system. From the present
results it is clear that exposure to a drug-associated context remains a potent activator of

signalling pathways leading to CRF activation in the brain stress system.



CP-154526 MODIFIES CREB PHOSPHORYLATION AND THIOREDOXIN-1 EXPRESSION
IN DENTATE GYRUS FOLLOWING MORPHINE-INDUCED CONDITIONED PLACE
PREFERENCE.

Garcia-Carmona JA, Camejo DM, Almela P, Jimenez A, Milanés MV, Sevilla F, Laorden
ML

Plos One 2015 Factor de impacto: 3,58 doi: 10.1371/journal.pone.0136164
URL: http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone. 0136164

ABSTRACT: Corticotropin-releasing factor (CRF) acts as neuro-regulator of the behavioral and
emotional integration of environmental and endogenous stimuli associated with drug
dependence. Thioredoxin-1 (Trx-1) is a functional protein controlling the redox status of
several proteins, which is involved in addictive processes. In the present study, we have
evaluated the role of CRF1 receptor (CRF1R) in the rewarding properties of morphine by using
the conditioned place preference (CPP) paradigm. We also investigate the effects of the CRF1R
antagonist, CP-154,526, on the morphine CPP-induced activation of CRF neurons, CREB
phosphorylation and Trx expression in paraventricular nucleus (PVN) and dentate gyrus (DG) of
the mice brain. CP-154,526 abolished the acquisition of morphine CPP and the increase of
CRF/pCREB positive neurons in PVN. Moreover, this CRF1R antagonist prevented morphine-
induced CRF-immunoreactive fibers in DG, as well as the increase in pCREB expression in both
the PVN and DG. In addition, morphine exposure induced an increase in Trx-1 expression in DG
without any alterations in PVN. We also observed that the majority of pCREB positive neurons
in DG co-expressed Trx-1, suggesting that Trx-1 could activate CREB in the DG, a brain region
involved in memory consolidation. Altogether, these results support the idea that CRFI1R
antagonist blocked Trx-1 expression and pCREB/Trx-1 co-localization, indicating a critical role

of CRF, through CRF1R, in molecular changes involved in morphine associated behaviors.



RESTRICTED ROLE OF CRF1 RECEPTOR FOR THE ACTIVITY OF BRAINSTEM
CATECHOLAMINERGIC NEURONS IN THE NEGATIVE STATE OF MORPHINE WITHDRAWAL

Garcia-Carmona JA, Almela P, Baroja-Mazo A, Milanes MV, Laorden ML

Psychopharmacology 2012; 220: 379—-393; DOI 10.1007/s00213-011-2478-y
Factor de impacto: 4,08

URL: http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00213-011-2478-y

ABSTRACT: Evidence suggests that corticotropin-releasing factor (CRF) system is an important
mediator in the negative symptoms of opioid withdrawal. We used genetically engineered
mice lacking functional CRF receptor-1 (CRF1R) levels to study the role for CRF/CRF1R
pathways in the negative affective states of opioid withdrawal. Wild-type and CRF1R-/-
offspring of CRF1R +/- breeders were identified by PCR analysis of tail DNA and were rendered
dependent on morphine via intraperitoneal injection of increasing doses of morphine (10-60
mg/kg). Negative state associated with opioid withdrawal was examined by using conditioned
place aversion (CPA), TH expression and TH phosphorylation were measured in different brain
regions involved in addictive behaviours using immunohistochemistry.

The weight loss in morphine withdrawn CRF1R-/- animals was significantly (p<0.05) lower
versus wild-type. The aversion for environmental cues paired with opioid withdrawal was
lower (p<0.001) in the CRF1R-deficient versus wild-type. Using dual immunolabeling for c-Fos,
data show that naloxone-induced withdrawal increases the number of TH positive neurons
phosphorylated at Serd40 or Ser31 that coexpress c-Fos in the nucleus of tractus solitarius
(NTS)-A2 from wild-type and CRF —/-deficient mice. By contrast, the number of phospho-Ser40
or phospho-Ser31 positive neurons expressing c-Fos was lower in the ventrolateral medulla
(VLM)-A1 in CRF —/- -deficient mice.

Our study demonstrates an increased activity of brainstem catecholaminergic neurons after
CPA induced by morphine withdrawal suggesting that CRF1R is implicated in the activation of
Al neurons and provides evidence that this receptor is involved in the body weight loss and in

the negative aversive effects of morphine withdrawal.



SEX DIFFERENCES BETWEEN CRF1 RECEPTOR DEFICIENT MICE FOLLOWING
NALOXONEPRECIPITATED MORPHINE WITHDRAWAL IN A CONDITIONED PLACE AVERSION
PARADIGM: IMPLICATION OF HPA AXIS

Garcia-Carmona JA, Baroja-Mazo A, Milanés MV, Laorden ML

Plos One 2015 Factor de impacto: 3,58 doi: 10.1371/journal.pone.0121125
URL: http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0121125

ABSTRACT: Extinction period of positive affective memory of drug taking and negative
affective memory of drug withdrawal, as well as the different response of men and women
might be important for the clinical treatment of drug addiction. We investigate the role of
corticotropin releasing factor receptor type one (CRF1R) and the different response of male

and female mice in the expression and extinction of the aversive memory.

For this purpose, we used genetically engineered male and female mice lacking functional
CRF1R. The animals were rendered dependent on morphine by intraperitoneally injection of
increasing doses of morphine (10-60 mg/kg). Negative state associated with naloxone (1
mg/kg s.c.)-precipitated morphine withdrawal was examined by using conditioned place
aversion (CPA) paradigm. No sex differences for CPA expression were found in wild-type (n =
29) or CRF1R knockout (KO) mice (n = 29). However, CRF1R KO mice presented less aversion
score than wild-type mice, suggesting that CRF1R KO mice were less responsive than wildtype
to continuous associations between drug administration and environmental stimuli. In
addition, CPA extinction was delayed in wild-type and CRF1IR KO male mice compared with
females of both genotypes. The genetic disruption of the CRF1R pathway decreased the period
of extinction in males and females suggesting that CRF/CRF1R is implicated in the duration of
aversive memory. Our results also showed that the increase in adrenocorticotropic hormone
(ACTH) levels observed in wild-type (n = 11) mice after CPA expression, were attenuated in
CRF1R KO mice (n = 10). In addition, ACTH returned to the baseline levels in males and females
once CPA extinction was finished. In conclusion, these results suggest that, at least, CPA
expression is partially due to an increase in plasma ACTH levels, through activation of CRF1R,

which can return when CPA extinction is finished.



SYMPATHETIC ACTIVITY INDUCED BY NALOXONE-PRECIPITATED MORPHINE WITHDRAWAL IS
BLOCKED IN GENETICALLY ENGINEERED MICE LACKING FUNCTIONAL CRF1 RECEPTOR

Garcia-Carmona JA, Martinez-Laorden E, Milanés MV, Laorden ML

Toxicology and Applied Pharmacology 2015, 283: 42—49 doi: 10.1016/j.taap
Factor de impacto: 3,98
URL: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X15000058

ABSTRACT: There is large body evidence indicating that stress can lead to cardiovascular
disease. However, the exact brain areas and the mechanisms involved remain to be revealed.
Here, we performed a series of experiments to characterize the role of CRF1 receptor (CRF1R)
in the stress response induced by naloxone-precipitated morphine withdrawal. The experiments
were performed in the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) ventrolateral medulla (VLM),
brain regions involved in the regulation of cardiovascular activity, and in the right ventricle
byusing genetically engineered mice lacking functional CRF1R levels (KO). Mice were treated
with increasing doses of morphine and withdrawal was precipitated by naloxone administration.
Noradrenaline (NA) turnover, c-Fos, expression, PKA and TH phosphorylated at serine 40, was
evaluated by high-performance liquid chromatography (HPLC), immunohistochemistry and
immunoblotting. Morphine withdrawal induced an enhancement of NA turnover in PVN in
parallel with an increase in TH neurons expressing c-Fos in VLM in wild-type mice. In addition
we have demonstrated an increase in NA turnover, TH phosphorylated at serine 40 and PKA
levels in heart. The mainfinding of the present study was that NA turnover, TH positive neurons
that express c-Fos, TH phosphorylated at serine 40 and PKA expression observed during
morphine withdrawal were significantly inhibited in CRF1R KO mice. Our results demonstrate
that CRF/CRF1R activation may contribute to the adaptive changes induced by naloxone-
precipitated withdrawal in the heart and in the brain areas which modulate the cardiac
sympathetic function and suggest that CRF/CRF1R pathways could be contributing to

cardiovascular disease associated to opioid addiction.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral nos permiten plantear las siguientes

conclusiones:

1. Las neuronas de CRF localizadas en el PVN y las proyecciones de las mismas al NTS-A2 y VTA
regulan los efectos reforzantes de morfina puestos de manifiesto mediante la utilizacién del
paradigma de CPP. El aumento de la actividad (co-localizacién CRF/CREB) de las neuronas de
CRF en el PVN, CeA and BNST no se evidencié en animales condicionados a morfina fuera de
las cajas de comportamiento lo que nos permite afirmar que las sefales asociadas al consumo
son las que inducen un aumento de las vias de CRF en el sistema cerebral del estrés, apoyando
la idea de que el entorno donde se consume las drogas tiene una importancia fundamental en

el tratamiento de la adiccidn.

2. Los resultados de este estudio muestran que CP-154,526, antagonista selectivo de los
receptores de CRF1 abolid la preferencia de plaza observada con morfina asi como el aumento
de CREB en PVN y DG, area considerada de una gran importancia para el almacenamiento de la
memoria asociada a contextos y experiencias. Ademas, la expresidn de tioredoxina 1, proteina
redox capaz de fosforilar a CREB y la co-localizacion PCREB/tioredoxina fueron antagonizados
en presencia de CP-154,526 en el DG. Estos resultados nos permiten concluir que las vias de
CRF a traves de la activacidn del receptor de CRF1 estan claramente implicadas en los procesos
adictivos, concretamente en los efectos reforzantes positivos (recompensa) y en la asociacion

de la recompensa a la droga con el entorno donde se consume.

3. El presente estudio indica que la deleccidon genética de los receptores de CRF1 abolié los
efectos aversivos, evaluados mediante el paradigma de CPA, del sindrome de abstinencia. La
activacion de las neuronas de TH fosforilada en serina 40 6 31 en el NTS observada después del
paradigma de CPA no fue abolida en animales KO del receptor de CRF1 mientras que el
estimulo de las neuronas noradrenérgicas en el area VLM fue suprimido. Estos resultados
demuestran que los receptores de CRF1 estarian implicados en los efectos aversivos del
sindrome de abstinencia y que estos receptores modularian la activacion de algunas de las vias
noradrenérgicas bulbares que podrian ser responsables de la sintomatologia negativa de la
abstinencia. Debido a la conocida interaccién anatdmica y funcional entre CRF y NA, es posible
que los receptores de CRF1 puedan ser importantes dianas terapéuticas para el tratamiento de

los efectos adversos del sindrome de abstinencia a morfina.
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4. Nuestros resultados demuestran que los efectos aversivos del sindrome de abstinencia a
morfina estdn modulados por la activacion del eje HPA, con un claro aumento de las
concentraciones plasmaticas de ACTH. Ademads, este aumento retorno a niveles basales tras la
extincién de los efectos aversivos, lo que claramente indica la participacion del sistema
cerebral del estrés hipotalamico en el mantenimiento de la memoria aversiva. La deleccion
genética del receptor de CRF1 abolié los efectos aversivos y el aumento de las concentraciones
plasmaticas de ACTH, lo que indica la implicacidon de estos receptores. La extinciéon de la
memoria aversiva fue mas rapida en las hembras que en los machos lo que demuestra
distintos patrones adictivos en hombres y mujeres lo que puede tener importancia en el

tratamiento clinico de las adicciones.

5. De los resultados obtenidos en animales KO del receptor de CRF podemos deducir que la
activacion de los receptores de CRF1 esta implicada en los cambios adaptativos cardiacos que
se producen en tejido cardiaco (aumento del turnover de NA, expresion de TH y PKA) y en las
areas cerebrales (PVN: aumento del turnover de NA; VLM: activacion de neuronas de TH) que
controlan la funcién cardiaca. Estos resultados sugieren que las vias de CRF a través de la
activacion de receptores de CRF1 podrian contribuir al establecimiento de las enfermedades

cardiacas asociadas a los procesos adictivos.
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English summary

1. ADDICTION

Addiction to drugs of abuse is a chronic disease of the central nervous system (CNS), due to a
neurobiological dysfunction of the midbrain, limbic and cortical brain circuits involved in
motivation and behavior (Kalivas and Volkow, 2005). Continued use of these substances
induces adaptive changes in the CNS, leading to a physical dependence, sensitization, the
"craving" or overwhelming craving and relapse. Finally, it is established a pattern of repeated
self-administration that often leads to tolerance, withdrawal and compulsive substance

administration.

1.1 ADDICTION AS A PUBLIC HEALTH PROBLEM

The drug addiction involves a high cost in healthcare as well as social, legal, family and labor
resources. Health problems related to drug use are a frequent complaint in clinical practice, in
fact, 15-20% of primary care consultations are attributable to problems related to drug use.
The drug addiction and its magnitude represents a serious worldwide public health problem.
Different drugs have a different prevalence and medical problems in different world regions.
For example, in Africa and Oceania were presented for treating more people due to problems
related to cannabis (62% and 44%, respectively). Cocaine is the most prominent drug in North
and South America (29% and 49%, respectively). In contrast, opiates were the primary drug

treated in Asia and Europe (61% and 63%, respectively) (UNODC, 2014).

In Spain, the profile of drug users has changed. From the 70s to the early 90s, the substance
that caused more social alarm was the heroin. In the mid-nineties, the number of cannabis and
cocaine users increased and appeared the phenomenon known as "recreational use" of drugs,
ie, simultaneous consumption of substances such as alcohol, cannabis, cocaine, ecstasy and

amphetamine or synthetic drugs.

Today, after many years of continued decline in heroin consumption, some studies point to an
increase in heroin smoking. Other drugs that cause major morbidity and mortality in Spain are
cocaine and alcohol. In 2009, in our country, treatment admissions for cocaine accounted for
17% of admissions to drug treatment / addiction. More complicated is to measure the
magnitude of alcoholism, it is a systemic disease that is associated with serious health
problems, increasing the risk of many diseases among which liver disease, cancer and
encephalopathy. Also, note that alcohol use is the addiction with major consequences because

may be involved in traffic accidents and violent behavior caused by alcohol users.
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Table 1. Prevalence of drug one-life consume in the population between 15-64 years old. (%) Spain,
1995-2010. Modified from Plan Nacional sobre Drogas 2012.

1995 1997 1999 2001 2003 2005 2008 2010

Tobacco - 69,7 64,9 68,4 68,9 69,5 68,5 68,3
Alcohol - 90,6 87,3 89,0 88,6 93,7 88,0 87,4
Cannabis
Stasis
Amphetamines 2,1 2,7 2,2 2,9 3,2 3,4 3,8 3,9
Cocaine 3,7 3,8 3,5 5,3 6,4 7,6 9,8 10,1
Heroine 0,8 0,6 0,5 0,6 0,9 0,7 0,8 0,9

1.2 ADDICTION AS A PSYCHIATRIC ILLNES

The drug induces the appearance of dependence, which is characterized by the appearance of
a set of cognitive, behavioral and physiological symptoms indicating that the individual
continues to consume the substance despite the appearance of significant problems related to
it. Although not specifically included in the diagnostic criteria, the consumer irresistible urge or

"craving" is observed in most patients with substance abuse dependence.

Dependence is defined as a group of three or more of the symptoms listed below, which

appear at any time within a period of 12 months:

Tolerance: need for increasing amounts of the drug to achieve intoxication or the
desired effect, or a significant decrease in the effects of it with continued at the same doses

used.

Abstinence: is a change of maladaptive behavior, with cognitive and physiological
implications, which occurs when the concentration in blood or tissues of a drug decreases an
individual who has maintained a prolonged consumption of large amounts of it. After the
appearance of unpleasant withdrawal symptoms, the subject takes the drug to eliminate or
alleviate the symptoms, however, neither the tolerance nor withdrawal is necessary nor

sufficient conditions to diagnose dependence on substances of abuse.

Or the following criteria describe the pattern of compulsive use of a drug dependency

characteristic:

- The drug is often taken in larger amounts or for longer than initially intended period.

- There is a persistent desire or unsuccessful efforts to cut down or control their

consumption.

52



English summary

- Much time is spent on activities related to the production of the drug consumption or

in recovery from the effects of same activities.
- Important social, occupational or recreational activities because of its consumption.

- Continue consumption of the drug despite being aware of psychological or physical
recurrent or persistent problems, which seem caused or exacerbated by the use of the

substance abuse.

1.3 ADDICTION AS A CHRONIC ILLNES

Today we have abundant scientific evidence on the fact that addiction to opiates and other
drugs is a chronic disease of the CNS that is characterized not only by increased incentive
motivational aspects such substances and associated stimuli, but also by deterioration in the
ability to inhibit inappropriate responses (Volkow and Kalivas, 2005). Therefore, addiction is a
chronic neurological disorder, proned to relapse, characterized by compulsive drug seeking
and drug use; loss of control over drug taking; and appearance of a negative emotional state
when there is no access to it. Currently, neither tolerance nor withdrawal are necessary

conditions for the diagnosis of addiction (Goodman, 2008).

Substance dependence, like most psychiatric disorders is influenced by genetic factors,
included among the genetically complex chronic diseases (Lander and Schork, 1994). These
diseases conform to a model of polygenic-multifactorial heredity, influenced by a few genes of
minor effect and environment, which Is necessary but not sufficient condition. In other words,
for an individual end up being dependent on heroin, you need a contact with the drug,
however, not all people who consume the substance ever end up being addicted to it. The
shared genetic vulnerability between different substances could be explained by the
enhancement of brain reward circuit after administration of the drug, but could also operate
by genes associated with impulse control or other related with vulnerability to psychiatric

disorders (Mayfield and Schuckit, 2008).

Therefore, drugs are chemicals that modify the operation of certain neurotransmitter systems
and brain circuits, producing cognitive, emotional, motivational and behavioral changes. Acute
administration produces transient changes. However, chronic use can leave significant traces
in memory remodeling emotional connections and neural pathways, producing long-lasting
changes in brain function leaving the person most vulnerable to restart consumption. In this
way, all substances produce molecular and cellular changes that occur at various stages or

phases of addictive disease
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2. THE STAGES OF ADDICTION

The dependence begins with the occasional consumption of drugs motivated by a
conglomerate of personal, psychological, social and environmental factors leading to the first
and successive stages of addiction. Addiction has been conceptualized in a cycle of three
stages: acute consumption/intoxication, withdrawal/negative state and
preoccupation/anticipation; with two primary sources of reinforcement: positive
reinforcement and negative reinforcement. Positive reinforcement is defined as the process by
which the presentation of a stimulus increases the probability of produce a specific response,
whereas negative reinforcement is defined as the process by which the lack of an aversive

stimulus (an aversive state in addiction) increases the response probability.

Secondary sources of reinforcement of addictive behavior include different factors that act as
positive or negative reinforcers as psychological social, labors, neurobiological and genetic
aspects of the individual vulnerability to addiction (Koob et al., 2014). All these conditions can

be overlaid at different stages of the cycle of addiction.

Thus, the timely use of the drug produces pleasurable effects that act as positive reinforcers of
behavior, this being impulsive and perpetuated in time to become chronic (Kalivas and O'Brien,
2008). Once established chronic drug use, if this is interrupted a series of aversive effects, both
somatic and psychiatric, which act as negative reinforcers and manage chronic drug use to
prevent the occurrence of this syndrome occur abstinence. Negative reinforcers produce a
disturbance of conduct, which becomes compulsive with loss of control over drug use (Koob
and Le Moal, 2001; Cami and Farre, 2003) and a serious commitment to social activities,

previous work and individual recreation.

The spiral of anxiety that causes the first use of the addictive substance described as, in some
cases, the first failure of self-regulation of intake can cause anxiety or emotional distress,
establishing a cycle of repeated failures of self-regulation, each one producing an additional
negative state. The escalation of anxiety has also been described as the cause of progressive
deregulation afflicting the brain reward system in the context of successive addictive cycles
(Figure 1). The constructs of psychiatry and experimental psychology suggest the same cycle of
addiction and various animal models have been established and validated for symptoms of the
cycle of addiction, addiction criteria and sources of reinforcement associated with addiction

(Koob, 1995; Koob et al., 1998; 2001).
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Figure 1. Diagram describing the spiral of the addictive cycle with many factors or
criteria involving the development of drug dependence. Modified from Koob and Le
Moal, 2001.

2.1 ACUTE ADMINISTRATION: REWARD AND POSITIVE REINFORCEMENT

To understand how the brain reward system is altered during the development of addiction,
we must understand the basis of the mechanisms of biological reward. One of the principles
on which research has focused are the projections and neuronal terminals of the
mesocorticolimbic dopaminergic system (Le Moal and Simon, 1991). The main components of
this reward circuit are the ventral tegmental area (VTA), where are the cell bodies of the
dopaminergic neurons; the forebrain [includes the nucleus accumbens (NAc), the olfactory
tubercle, the amygdala (AMY) and the prefrontal cortex (PFC)]; and the dopaminergic
connections between the VTA and the forebrain. Other components are the multiple
interactions of the structures of this system by other neurotransmitters such as the y-

aminobutyric acid (GABA), glutamate and serotonin (Koob, 1992; Koob and Le Moal, 2008).

Dopaminergic projections to the forebrain modulate cortical regions and enable, under
physiological conditions, the integrative activity of these structures. In the center of these
interrelationships are two groups of structures: the mesolimbic-amygdala circuit, with
emphasis on the extended amygdala and NAc shell (Heimer et al., 1991; Koob, 1999); and the

striatal-thalamic circuit (Figure 2).
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Figure 2. Neural pathways, neurotransmitters and receptors involved in acute reinforcing effects of
drugs of abuse. Endogenous opioids activate opioid receptors in the VTA, NAc and AMY. In addition,
opioids facilitate the release of dopamine in the NAc or indirectly after inhibit VTA GABAergic
interneurons. Modified from Edwards and Koob, 2010.

Dopaminergic projections from the VTA to the limbic structures such as the NAc, are
functionally involved in the acute reinforcing effects of psychostimulants, while changes
associated with the motivational aspects of drug withdrawal could include neuroadaptive
processes of the extended amygdala (Koob, 1999; Di Chiara, 1999). The system called the
extended amygdala establishes decisive connections between brain areas, such as the shell of
the NAc, the central amygdala (CeA) and the nucleus of the striaterminallis (BNST) (Alheid et
al., 1998).

Compulsive drug-seeking circuits may depend of the basolateral amygdala and including
cortical projections to the NAC, which is anatomically related with the striatal circuit (Everitt et
al., 1999). It should be noted that the CeA is connected with regions of the midbrain and bulb,
as the nucleus of the solitary tract (NTS-A2) or the ventrolateral medulla area (VLM-A1), both
involved in autonomic responses; while the corticostriatal thalamic circuit consists of regions
involved in learning, evaluation of reinforcement (NAc), central inhibition mechanisms,
integration of stimulus-response associations and repetitive compulsive behavior (Jentsch and

Taylor, 1999).

Importantly, both circuits are connected and modulated by dopamine (DA) (Le Moal, 1995).
Furthermore, it is well established that mesocortical and mesolimbic dopaminergic neurons
have different physiological regulation, being the use of DA in the NAc under the control of

cortical excitatory-accumbens pathway (Le Moal and Simon, 1991). Therefore, various drugs
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may activate this neuron circuit in different nuclei through different molecular and cellular

mechanisms (Table 2).

Table 2. Neurobiological substrates of acute reinforcing effects of drugs of
abuse. Modified from Koob and Le Moal, 2008.

Drug Neurotransmitter Nuclei target
Cocaine DA/Serotonine Nac, amygdale
Opiioids DA, opioid peptides VTA, NAc
Nicotine DA, opioid peptides VTA, NAc
Alcohol DA, opioid peptides, GABA, | VTA, NAc,

serotonine, glutamate amygdale

Both exogenous opioids (morphine, heroin) and endogenous (enkephalin) are ligands of the
opioid receptors in the CNS, primarily in the NAc, the AMY and VTA. Opioids bind specifically
and reversibly to their cellular receptors and thus produce their biological actions. Nowadays,
at least three types of opioid receptors have been identified: MOR = uOR = Mu; DOR = 60R =
Delta; and KOR = kOR = Kappa. They all have a structural similarity of 60% (Chen et al., 1993)
and are membrane receptors type metabotropic G protein coupled (Gai / Gao). The
physiological effects of morphine and the positive reinforcing effects of this, are absent in
MOR knockout mice (Matthes et al., 1996; Le Merrer et al., 2009). Once MOR is activated by
binding its endogenous or exogenous ligands, the Ga and GPy subunits interact with the
intracellular effectors systems to inhibit the adenylate cyclase (AC) and the voltage-dependent
channels of Ca2’, stimulating K channels and the phospholipase CB stimulating, thus, the

release of DA in the NAc (Waldhoer et al., 2004; Williams et al., 2013).
2.2 CRHONIC USE AND TRANSITION IN ADDICTION

Consume of substance of abuse begins with intense alteration of motivational state that can
be triggered by conditioned stimuli by eating small amounts of opioids or other drugs and by
the states of stress. This alteration of motivation or desire is known as craving, which has a
neurobiological substrate associated with the reward circuit. The dopaminergic-glutamatergic
connection plays an important role in the craving; because of VTA DA neurons have AMPA and
NMDA receptors, their activation by glutamate modulates the mesolimbic dopaminergic
neurons. NMDA antagonist receptors may provide the reinforcing effects and induce relapse
while facilitating the activity of the endogenous AMPA receptors reduces drug seeking
behavior (Self, 2005). Patients, who present a state of craving, often result in seeking

behaviors and drug use. Many patients describe quite accurately their craving episodes, more
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frequent and impulsive way to the loss of control and compulsive consumption of drugs when

they expose to certain stimuli.

The transition to chronic use of the substance abuse (Figure 3) is explained by a model known
as hedonic allostasis (Koob and Le Moal, 1997, Koob et al., 2004). Allostasis concerns the
integration of the adaptive processes maintaining stability through changes that are not made
in the normal range of homeostasis. This implies that many physiological functions are
mobilized or deleted, as reflected in the cascade of brain-body interactions that is carried out.
Controlling all mechanisms simultaneously, the brain directs the experience, memory,
anticipation and re-assessment of needs in advance to the physiological requirements. When
demands become chronic, brain-body system, tonically adapts at all levels, entering a relaxed
condition which could create an unpleasant withdrawal state from physiological regulation of
itself. Changes in hormones, neurotransmitters and endogenous opioids provide a
physiological basis to continue seekiing the drug to alleviate this condition of high domestic
demand (McEwen, 1998), and stabilize a new level of activity away from homeostatic balance.
However, when the withdrawal is established, repeated stress and negative affect regulations
extend far from normal, disappearing capacity to respond to additional challenges. In
addiction, the changes directed to maintain the stability of the reward function, however, the
DA and endogenous opioid peptides have a limited ability to maintain a homeostatic range in

the reward function.

Drug Reward Transition to Addiction Protracted
Non-Dependent Dependence Abstinence
Cort-Thal-Striat loop
Brain reward system
Brain stress system Negative Negative Negative
Reward Emotional Reward Emotional Emotional Reward
Experiences State Experiences State State Experiences
) ) N} ™ T
/4 fd \ #4
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Figure 3. Diagram showing the relationship between the continuum from allostasis to the pathology and
the transition from drug use to abstinence. Three brain circuits change and contribute to allostatic state
system rewards: the reward system (green), the brain stress system (red) and the cortico-thalamic-
striate system (blue). The activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis contributes to cerebral

allostatic stress state. Taken from Koob and Le Moal, 2001.
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2.3 TOLERANCE AND SESITIZATION

Most individuals who are dependent on opioids recently are not fully conscious of it. Then,
they consume more drugs in a state of euphoria, and withdrawal symptoms are mild and
manageable. Cognitive assessment of the subject is: "l can quit whenever | want", seeking a
greater sense of euphoria, the individual may change the route of administration to another to
produce more intense and rapid effects, such as an intranasal or via a parenteral or try a more

potent blend of heroin with analgesics, hypnotics or sedatives, causing drug abuse.

During chronic use of substance abuse, neural adaptations occur in the mesolimbic system in
an attempt to restore homeostasis in the reward system. Thus, basal dopaminergic function is
progressively reduced and the drug is less effective to produce the typical increase in
dopaminergic transmission, and this phenomenon called tolerance. Therefore, repeated
administration of drugs can produce a process of tolerance to the effects thereof. The degree
to which tolerance develops substance varies widely. Subjects consuming large doses of
opiates and stimulants may have significant levels of tolerance, up to doses that would be
lethal to a person not consume the substance. The fact that tolerance occurs with all opioids,
makes us think that the mechanism underlying tolerance pharmacodynamic type, ie, affects

some event between the occupied receptor, the chain of transduction and the final answer.

Recent studies on the mechanisms of opioid tolerance, including the simultaneous activation
of more than one type of opioid receptor (MOR and DOR mainly) or different intracellular
signaling cascades mediated by differential activation of protein subtype ga (Pifieyro and
Archer lahlou, 2007). Until recently it was thought that the mechanisms of endocytosis of the
receptor, the downregulation in the coupling between opioid receptors and G (desensitization
process), protein in the appearance of antiopioides peptides or presentation mechanisms
Alternative transduction (Nestler and Aghajanian, 1997), had great importance in tolerance,
but many previous studies support the activation of different protein G (Christie, 2008; Koch
and Hollt, 2008; Berger and Whistler, 2010; von Zastrow, 2010 ). Thus, chronic morphine
treatment modifies the effector system coupled to MOR but has little effect on receptor

density.

The adaptive mechanisms after chronic exposure to morphine can contribute to a rapid
desensitization, including Mor phosphorylation mechanisms, increased activation of the ERK-
1/2, regulatory kinases G protein coupling (GRK's) or arrestin; or upregulation of regulatory
proteins G protein coupling (RGS) or phospholipase D2 (Gold et al., 2003; Koch et al 2006; Fan

et al., 2003). Thus, multiple proteins bind to the intracellular domain of MOR and acting
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sterically hindering the interaction with proteins G. Finally, there is strong evidence that PKC
plays a significant role in tolerance to morphine actions as this, you can be reduced by
administration of inhibitors of PKC (Hua et al., 2002) and the elimination of PKC using knockout

mice reduces morphine tolerance (Newton et al., 2007) (Figure 4).
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Figure 4. Schematic illustration of the adaptations that may contribute to tolerance of MOR after
chronic exposure to morphine. (A) The studies show the loss of more than 80% of functional MOR for
the development of tolerance is needed. Taken from Williams et al., 2013.

Other pharmacological studies have identified several proteins involved in the induction of
tolerance to morphine, including the NMDA receptor, nitric oxide synthetase, PKA and CaMKII.
Recently, it has been demonstrated the association between physical and NMDAs MORs in
postsynaptic structures, producing a negative feedback MORs in signaling and development of

tolerance (Garzon et al., 2012)

Therefore, individuals develop tolerance need to increase the amount of drug administered to

experience the effects of the drug with the same intensity as in the beginning.

In the process of raising two phases are distinguished from the neurobiological point of view:
the initiation phase, during repeated administration of the drug and the expression phase,
when re-administering the drug after a period of abstinence. The ability of a drug to reinstate
an associated consumer behavior is directly related to its ability to cause neurochemical and
behavioral sensitization, as postulated theory awareness of the incentive given by Robinson
and Berridge (Robinson and Berridge, 2001). In this regard, awareness has been directly
related to compulsive drug seeking and relapse phenomena. The incentive stimulus associated

with the drug increases progressively by associative learning, reaching a state of "craving" or
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search and compulsive drug use. Continuous awareness of this system favors the phenomenon

of relapse.

In particular, it has been observed that exposure to natural enhancers, such as chocolate, DA
transmission increase in NAc shell and core and the CPF. In the NAc shell, but not in the core of
the NAc or the CPF, the response produces an adaptive control after a single exposure to the
flavor / food, which does not occur with drugs of abuse (De Luca et al. 2012). This response is
reduced after repeated stimulation and is known as the phenomenon of habituation (Rankin et
al., 2009). However, in both cases, habituation can be modified by the environment and stimuli
associated with drug (Bassareo and Di Chiara, 1999). Recent studies have shown that the DA in
the NAC shell is activated by stimuli not previously known, while the DA in the PFC encodes the
motivational generic value assigned by the subject matter of the stimulus (De Luca, 2014).
Thus, the phenomenon of habituation is present in the shell but not in NAc NAc core or the
CPF and regulated by DA transmission to the CPF. However, dysfunction of the CPF to inhibit
subcortical functions can be considered a marker of awareness. This can result in excessive
motivation for inappropriate actions clearly caused by a loss of control over impulses. Finally,
the DA in the NAc during the sensitization process per se can be considered as a marker of

drug dependence (De Luca, 2014).

Recent observations suggest that the inhibitory control of CPF on dopaminergic response in
subcortical / grooved areas is different depending on the ventral sub-region studied. Different
subregions of the CPF (prelimbic, infralimbic) have different projections to different

compartments of the NAc.
2.4 WITHDRAWAL AND RELAPSE

Withdrawal syndrome resulting from cessation of opioids chronic administration, essentially,
unmasks all neuronal adaptations that have occurred in the brain in an attempt to balance the
presence of drug. A leading cause of physical signs of withdrawal is the dramatic reduction of
dopaminergic release in the efferent circuits involved in the acute reinforcing effects of drugs
(Diana et al., 1995). The most accepted hypothesis is that DA systems are engaged in crucial
stages of the cycle of addiction, such as abstinence, and lead to a decreased motivation for
stimuli unrelated to the drug and increased sensitivity to abuse drug intake (Melis et al., 2005).
Likewise, there is a decreased neurotransmission of serotonin in the NAc during drug
withdrawal (Rossetti et al., 1992). However, there is an increased sensitivity of the

transduction mechanisms of the opioid receptors in the NAc (Stinus et al., 1990), decreased
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levels of GABA and increased NMDA glutamatergic transmission during withdrawal from

alcohol and opiates (Weiss et al., 1996).

Second components of the state of withdrawal are the neural adaptations that occur in the
brain stress system in an attempt to counteract the chronic presence of the drug and restore
the normal brain function. Both the HPA axis and the brain stress system are activated by CRF
during drug abstinence, with a common response of all drugs, increasing the ACTH and the
cortisol plasma levels and the CRF in the AMY (Contarino and Papaleo, 2005; Koob and Kreek,
2007).

One of the most important structures of the brain stress system is the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis (HPA) and the hypothalamic CRF system that induces finally GC release by the

adrenal glands.

The other brain structure involved in the brain stress system, known as extended amygdale,
has been identified as the substrate of positive reinforcing effects of drugs of abuse and of the

negative reinforcement allostatic state associated with addiction.

The term extended amygdala was coined by Johnston (1923) and consists of several forebrain
areas: the BNST, the CeA, the area sublenticular innominate and NAc shell (Heimer and Alheid,
1991). All these structures are afferent connections of cortex, hippocampus, basolateral
amygdala, VTA, lateral hypothalamus (LH) and, in turn, emit efferent connections to the

ventral globus pallidus (PV), the VTA, the NTS-A2, the VLM- Al and LH (Figure 5).
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The extended amygdala is an extra-hypothalamic CRF system whose cell bodies are located in
the CeA and BNST, areas related to emotions, emotional and sensitive memory, negative
affective states and stress. During the chronic consumption and especially during drug

withdrawal occurs an increase in the release of CRF in the NAc shell that acts by modulating

the expression and transmission of D, receptors.

Other neural systems, in addition to the CRF and mesocorticolimbic sytems, play a crucial role
in the syndrome of physical and psychological withdrawal. These include the NA (Weinshenker

and Schroeder, 2007), orexin or DYN (Mahler et al., 2012.) (Yuferov et al., 2004; Schlosburg et

al., 2013) (Figure 6).
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Figure 5. Diagram illustrating
the circuit of the extended
amygdala as a mediator of
allostasis in drug addiction. The
HPA axis and brain stress
system promote the
dysregulation of the reward
circuitry; and the cortico-
thalamic-striate circuit
expressing and perpetuating
the compulsive drug seeking
behaviour. Taken from Koob
and Le Moal, 2001.
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Figure 6. Schematic illustration of the combinations of neuro-adaptations in different brain circuits for
the three stages of the cycle of addiction that promote drug-seeking behavior in addicts. Activation of
ventral/dorsal striatum and the extended amygdala is driven by the hippocampus while the basolateral
amygdala and insula lead the appearance of a negative emotional state and stress. The prefrontal cortex
is involved, producing deficits in executive functions, thus contributing to the prominent incentive to
produce drugs compared with natural positive reinforcers. Dopamine systems are compromised and
brain stress system, such as CRF, activated to restore the importance of drugs in the context of
dysphoric state of abstinence. Taken from Koob and Volkow, 2010.

Relapse into drug addiction is the state in which addicts return to drug binge eating after a
short or long period of abstinence. Phase of concern / anticipation consists of two processes:
long and post-stress abstinence relapse. The CRF contributes to residual negative emotional
state that can be the basis for seeking drug relapse triggered by exposure to stressful stimuli or
situations (Valdez et al., 2002; Valdez and Koob, 2004). CRF system in the BNST is activated
when stressors induce relapse (Shaham et al., 2003). The use of CRF antagonists prevents post-
stress cocaine, alcohol and opiate self-administration in animal models (Erb et al., 1998, Liu
and Weiss, 2002, Zislis et al., 2007) relapse. Other brain systems involved in the post-stress
relapse include NA, oxytocin and vasopressin (Zanos et al., 2014). Therefore, brain stress
system is involved in the withdrawal state / negative emotional state and the state of worry /

advance.
3. MODELS OF BEHAVIOR TO ASSESS DRUG ADDICTION IN RODENTS

Clinical research in human addicts has been useful to know the size, demographics and the
phases of addictive disease, however, most of the progress in the study of addiction and its
neurobiological basis, comes from work done in animal models. Although there is no animal

model that can explain and fully develop the addictive process how it develops in humans,
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these models allow us to investigate specific elements that are part of this process (Koob and
Le Moal, 2008). Examples of models to measure these phases are the paradigms of intracranial
electrical stimulation, conditioning place methods and self-stimulation techniques, among

others (Sanchis-Segura and Spanagel, 2006).

3.1 INTRACRANIAL STIMULATION

Initial studies using the paradigm of
intracranial stimulation (ICSS) had a key role
in identifying the brain reward circuit (Olds
and Milner, 1954). In the ICSS model, animals

are implanted with intracranial electrodes in

a brain structure associated with reward and
are trained to keep an operant behavior and
get an electric pulse through the electrodes

(Figure 7). During these sessions the level of

electrical stimulation necessary to induce

ICSS is estimated. Typically, the reinforcing
stimuli, such as drugs, reduce the basal level
of self-stimulation, while aversive stimuli,

such as drug abstinence, elevate it (Markou

et al., 1993).

Figure 7. Intracranial self-stimulation paradigm.

Taken from Sanchis-Segura and Spanagel,
2006.

3.2 CONDITIONED PLACE PREFERENCE OR AVERSION

The model of place conditioning is a procedure based on classical conditioning used to
investigate the rewarding effect produced by drugs of abuse (Gormezano and Katz, 1979).
Briefly, the animals explore two neutral but different compartments. One of them will be
associated with the effects of the drug. After conditioning, the animal is offered the
opportunity to choose between the two compartments (Figure 8). The time the animal spends
in the drug-paired compartment is an indirect score of the reinforcing value of the drug. The
animal will express a preference for that context where has experienced a positive
reinforcement (conditioned place preference or CPP) and avoid that context that induces an

aversive state (conditioned place aversion or CPA).
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The model of place conditioning is a simple, quick and economical way to evaluate the
pleasurable properties of the drugs. Thus, this model gives us a unique tool to verify the
conditioning that can exert a drug and gives indirect information about possible pleasurable or

dysphoric effects (Carboni and Vacca, 2003).

HABITOATION

Figure 8. Paradigm of conditioned

place preference. Taken from

Sanchis-Segura and  Spanagel,
2006.
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3.3 OPERANT SELF-ADMINISTRATION

Operant conditioning was born from the psychological learning theory developed by Skinner.
The basis of this paradigm is the notion of contingency between the response requests the
animal and the reinforcement it receives as a result of it. Thus, when a reinforcing situation
(drug effects) is contingent on a response (a lever, insert the nose in a hole), the probability
increases that such behavior appears (Skinner, 1938). Operant conditioning is undoubtedly one
of the most used and most predictive capability for the study of the neurobiological processes
involved in addiction models. The method most commonly used is self-administered
intravenously, but other routes of self-administration, as oral and intracranial are also used
(Figure 9). Operant conditioning has helped to explain the behavior of self-administration of
addicts to drugs of abuse. Self and Nestler (1995) pointed out that drugs are classified as
reinforcers if the probability of a search response is increased when associated with drug
exposure. Thus, intravenous self-administration of a drug is the gold standard in animal models

that predicts the potential of a drug abuse (Collins et al., 1984).
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Figure 9. Model of operant conditioning reinforced by intravenous self-administration of a drug.
(Modified from Cami and Farre, 2003).

This model is a variation of the original "Skinner box" where are available two handgrips (i.e.
lever); the response in lever asset directly leads to the release of an intravenous infusion of
drug (booster), and the response in the other lever has no consequence. Often, a protocol type
"fixed ratio" in which the number of responses is required for reinforcement is fixed for each

session.

There are other protocols such as variable ratio, fixed interval, variable interval, second-order
patterns, etc. In the interval programs, reinforcement occurs after a period of time fixed or
variable, from the last reinforced response. Second-order protocols are more complex, as they
include two different programs, one of the protocols is fixed by interval and the other by fixed

ratio.

4. SYSTEMS INVOLVED IN THE ADDICTIVE PROPERTIES OF MORPHINE

4.1 DOPAMINERGIC SYSTEMS

The dopaminergic system is one of the crucial elements in the addictive disorder, whose
involvement and importance have repeatedly confirmed the studies in this field. The two most

important dopaminergic brain areas involved in the addictive process are, the VTA and NAc.

VTA consists of 60-65% dopaminergic neurons, 25% of GABA interneurons and the rest by
glutamatergic interneurons. The GABA interneurons express the p-opioid receptor (MOR)
(Swanson, 1982; Nair-Roberts et al., 2008). Morphine administration excited indirectly
dopaminergic neurons by inhibiting GABA neurons synapse in dopaminergic VTA dendrites.

This desinhibition of dopaminergic neurons requires the activation of NMDA and AMPA
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receptors (Jalabert et al., 2011). In this regard, previous studies in animals have shown that
acute activation of MOR, in naive animals, inhibits glutamatergic neurons through arachidonic
acid which enhance the K" channels voltage-dependent. GABA neurons are inhibited by G
proteins that mediate the inhibition of Ca** and the activation of K* conductance, and GABA

release is decreased by inhibiting cAMP, which facilitates the release of the neurotransmitter.

During chronic intake, a biphasic situation occurs in dopamine release. On one hand, when
there is an acute intake of drug, extracellular DA levels are elevated; but on the other hand,
after consumption ceased, decreased endogenous dopamine release occurs, which leads to
consume again. Tolerance to the inhibitory effects of MOR on GABA neurons develops through
the regulation of the compensatory rise of cAMP system, but K" channels in dopaminergic
neurons are adjusted downward, setting an elevated basal download of DA activity in these

neurons.

Finally, during abstinence exists a dopaminergic hypofunctionality associated with
neuroadaptive changes affecting mainly the reward circuits in which the activity of the GABA
neurons is increased by the increased activity of Ca*" and reduced K* channel activity (Figure

10).
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NAc is a nucleus formed by a large majority of medium spiny neurons (MSNs) (90-95%), the
remaining cells are cholinergic and GABA interneurons (Kawaguchi et al., 1995). These NAc
MSNs can be divided into two groups, those that express receptors of D, family (D, and Ds
included) or D, receptor family (including D,, D3, D,4). Specifically, MOR is coupled to inhibitory
G proteins (Gai) and are located in glutamatergic and GABAergic terminals in the MSNs
expressing D, receptor family. Acute activation of MOR in naive animals suppresses the release
of GABA and glutamate through inhibition of Ca2+ and the activation of K+ conductance as

well as, the inhibition of other cations mediated by cAMP (Figure 11).
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Moreover, opioid chronic administration increases the inhibitory effect of mGIuR2/3 receptors

inhibiting pre-synaptic glutamate release

Finally, during opioid withdrawal syndrome, extracellular glutamate levels are increased but
the synaptic transmission is reduced by the regulation of mGIuR2/3. GABA release is enhanced

by increasing the PKA/cAMP pathway.

Structurally, glutamatergic afferent fibers to the MSNs of the NAc synapse with dendritic

spines modulating the synapsis of dopaminergic fibers by extra-synaptic connections. This triad
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of dendritic spine, glutamatergic and dopaminergic synapses allows the DA to modulate the

excitability of the neurons in the NAc (Sesack and Grace, 2010).

The cortical arousal performing the MSNs in the presence of DA is carried out by the activation
of post-synaptic receptors D;. D; receptors are coupled to Gs proteins and activate the
intracellular pathway of cyclic adenosine monophosphate (cAMP)/PKA/cAMP response binding
(CREB) or other transcription factors (AP-1, GATA, STAT3, FOS, FOSB, JUN, ATF3, CEPBD, NFKBI
and NFKBIZ) and therefore the expression of genes involved in addiction, such as c-fos, pro-
DYN, AVP, AVPR1A, CRFR-1 CRFR-2, FKBP5, GAL, GLRA1, NPY1R and NR3C2 (Levran et al., 2014;
Bannon et al., 2014).

4.2 NORADRENERGIC SYSTEM

Other structures of the brain stress system are the nuclei and noradrenergic pathways, such as
the NTS-A2, the VLM-A1 and the locus coeruleus (LC-A-6). For its part, the noradrenergic
neurons of LC-A6 regulate the activity of the VTA and the CPF, stimulating the release of DA
during acute drug administration (Goodman, 2008). Furthermore, noradrenergic LC-A6
projections innervate the CeA and the BNST modulating the allostasis in the extended
amygdala by CRF release in this system during addiction. The NTS-A2, VLM-A1 and the LC-A6,
send noradrenergic projections to the PVN, activating the a-1 and a-2 receptors in CRF
neurons with the result of the HPA axis activation (Cunningham and Sawchenko, 1988;
Sewybold and Cummings, 1988). In addition, there is evidence that CRF neurons of PVN, CeA
and BNST, innervate the noradrenergic nuclei commented above (Daftary et al., 2000),
establishing a loop of NA-CRF (Koob and Kreek, 2007) regulating the activation of brain stress

system (Figure 12).
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Figure 12. Diagram illustrating the two main projections of the noradrenergic system, the locus
coeruleus (LC-A6) and VLM-A1/NTS-A2 and their interactions with the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) neurons containing corticotropin-releasing factor (CRF). The loop between the PVN
and the LC-A6 is a reciprocal positive excitation modulating the body response to stress. Dunn and
modified Swiergiel, 2008.

4.3 CRF SYSTEMS

At the end of the fifties, the presence of a hypothalamic factor that stimulated the secretion of
ACTH in the anterior pituitary was demonstrated and was called CRF (Saffran and Schally,
1955; Guillemin and Rosenberg, 1955). The CRF is a 41 amino acid neuropeptide originally
isolated from the ovine hypothalamus (Vale et al., 1981) which plays a crucial role in the
regulation of the HPA axis, both at baseline and in response to stress (Suda et al., 2004). Its
primary structure was determined in sheep by Spiess et al., in 1981 and later in different
species including humans, rats, mice, pigs, goats or frogs. The CRF of mice and humans is
identical although they differ slightly from sheep (Figure 13). The discovery of other peptides
with significant structural similarity with CRF, especially the family of urocortins (urocortins-1, -
2, -3) suggests a broader role not only in behavioral responses to stress but also in

autonomous and peripheral responses (Bale and Vale, 2004).
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Figure 13. Corticotropin-releasing factor (CRF) aminoacid structure in humans and mice. There is great
similarity in the pre-propeptide and the structure of the mature peptide in both animal species.

Modified from Huising et al., 2010.

In recent years, it has been shown that during dependence of different substances of abuse,
stimulation of hypothalamic and extra-hypothalamic CRF systems occurs, which has been
postulated as a major factor in maintaining addiction and in relapse during the withdrawal

(Koob, 2010; Koob et al., 2014; Wise and Koob, 2014; Zorrilla et al., 2014).

CRF is released in a variety of neuronal populations involved in processes of cognition, emotion
and regulation of autonomic and endocrine functions (Figure 14). Most CRF neurons and fibers
appear in areas that regulate the pituitary, the olfactory bulb, the hippocampus and the
autonomic nervous system with cortical interneurons (Grigoriadis and De Souza, 2002). Thus,
the largest concentration of CRF neurons in the PVN is in particular in the parvocellular region
from which send axon terminals to the capillaries of the median eminence. There is also a
small group of CRF neurons that project to the brainstem and spinal cord, in order to regulate
the autonomic responses to stress, being important the CRF fibers in the NTS-A2, VLM-A1 and
LC-A6. Other hypothalamic nuclei containing CRF neurons include the medial preoptic area,
dorsomedial nucleus, arcuate nucleus, the posterior hypothalamus and the mammillary

nucleus.
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Figure 14. Schematic illustrating brain sagittal anatomic location of CRF neurons (circles) and fibers
(fleches) mediating endocrine, autonomic and behavioral responses to stress. Taken from Zorrilla et al.,
2014.

Various CRF neurons are found in structures of the extended amygdala. In concrete, CRF
neurons project from the CeA to the PVN parvocellular region, the parabrachial nucleus and
the brainstem; regulating behavior, neuroendocrine activity and autonomic function. CRF
neurons of the BNST sent terminals to the brainstem, as the parabrachial nucleus and the
dorsal vagal complex, coordinating the autonomous activity. Moreover, CRF fibers
interconnect the BNST with the AMY and the hypothalamus and reach the shell NAc regulating
processes related to emotions. Towards the midbrain areas, such as the VTA, many CRF fibers
are directed from the extended amygdala. Finally, a dispersed group of CRF neurons present in
the AMY send a few projections to the hippocampus, the dentate gyrus (DG) and the

subiculum.

At spinal cord level, CRF neurons are located in the V-VIII and X in the intermediolateral sheets
and thoracic spine and lumbar level. These ascending fibers of CRF play an important role in

modulating afferent sensitivity and sympathetic activity through pre-CRF ganglion neurons.

4.3.1 NEURONAL CRF PATHWAYS

CRF neuronal populations are conceptually divided in two brain systems, one that regulates
neuroendocrine functions from the hypothalamus, and other extra-hypothalamic, which
regulates nerve functions related to emotions, behavior and self-control versus stress

functions.

Hypothalamic CRF system regulates the neuroendocrine stress HPA axis. This neuroendocrine

axis is formed by the PVN, which is subdivided into the magnocellular region, whose neurons
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synthesize vasopressin and oxytocin; and the parvocellular region, where the CRF neurons are
found. The medial parvocellular region sends CRF projections to the median eminence
inducing the release of ACTH by the anterior pituitary, which induces finally GC release by the

adrenal glands (Figure 15).

stressor

Figure 15: hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA). In
response to stress or physical or psychological

Hipathialamus aggression, the hypothalamus releases corticotropin
CRH ® releasing factor (CRF), which stimulates the anterior
pituitary release of adrenocorticotropic hormone
(ACTH). ACTH stimulates the adrenal cortisol
© cortisol secretion. Excess of cortisol inhibits the release of
CRF and ACTH by a negative feedback. Taken from

Ross et al., 2013.
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The GC exert a negative feedback on the release of CRF and ACTH. Various studies concluded
that high plasma levels of GC during chronic stress increase the sensitivity of the
mesocorticolimbic pathway to the reinforcing effects of drugs due to the presence of GC

receptors in the VTA, which facilitate the release of DA (Polter and Kauer, 2014).

Extra-hypothalamic CRF system is a key component of the extended amygdala, which neuro-
anatomy was discussed above. Numerous studies have demonstrated the importance of this
system in the regulation of the responses associated with fear and stress. Its components are
mainly involved in the negative reinforcing effects occurring during withdrawal, such as
anxiety, depression, dysphoria etc. (Koob and Zorrilla, 2010; Breese et al., 2011; Logrip et al.,
2011).

4.3.2 INVOLVEMENT OF CRF RECEPTORS IN ADDICTION

Various molecular studies have shown the existence of three types of CRF receptors, being
named as CRF receptors-1, -2 and -3 (CRFR-1, CRFR-2 and CRFR-3). The three receptors belong
to the subfamily of secretin/B G protein coupled receptors and all have an extracellular
hormone binding domain (Langerstrom and Schioth, 2008). The CRFR-1 and CRFR-2 have been
identified in humans, rodents and other mammals; while CRFR-3 only has been identified in

catfish or Silurus glanis (Arai et al., 2001).

The general structure of CRF receptors (Figure 16) comprises an N-terminal extracellular (ECM

1), three helices in the extracellular domain (EC 2-4), seven domains domain transmembrane
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(TMD 1-7), an intracellular domain consisting of three helices (ICD 1-3) and a C-terminal

(Hoare, 2005).
These receptors are mainly CRF ligand but have been identified peptide analogues with high

affinity for them, called urocortins.

Figure 16. General Structure of CRF
receptors. The N-terminal

Edreconuior | extracellular domain (EC1) has the
Ceflular highest ligand binding site affinity,
membrane T™D, while the extracellular domains

(EC2-4), and the 7 transmembrane
Infraceluiar domains (TMD1-7) are partly

involved in ligand binding. Taken
from Yang et al., 2010.

GTP
HOOC

The ligand activate the Gs-coupled receptor protein by binding to the N-terminal and the
transmembrane segments (Grace et al., 2004), transducing the signal to the cells by the AC
pathway and increasing cAMP production. However, recently it has been shown its ability to
interact with other G proteins like Gg and Gi/o. Thus, CRF receptors can modulate various
intracellular signaling pathways such as PKA, PKC, MAPK and the intracellular concentration of

Ca2 +in both acute and chronic exposure to drugs and during withdrawal (Figure 17).
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Figure 17. CRFR-1 signaling pathways during acute and chronic exposure and opioid withdrawal. Taken
from Grace et al., 2004.

On one hand, it has been identified, among different animal species, eight allelic variants (a, b,
¢, d, e, f, g and h) of CRFR-1, consisting of 415-420 amino acids (Perrin et al., 1993). However,

the CRFR-1 (a) seems to be the only active form of the eight variants (Grammatopoulos and
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Chrousos, 2002). Meanwhile, there are three CRFR-2 variants: CRFR-2 (a) 411-413 amino acids,
CRFR-2 (b) of 431-438 amino acids, and CRFR-2 (c) of 397 amino acids (Spiess et al., 1998).

Regarding its distribution in the body, it is different for each type (Figure 18). The CRFR-1 is
abundant in the CNS, preferably in the anterior pituitary (Bale and Vale, 2004), hippocampus,
cortex, cerebellum, AMY and olfactory bulb (Palchaudhuri et al., 1998). Recent studies showed
moderate presence in the left atrium and both ventricles, of this receptor in humans and

rodents (Kimura et al., 2002).
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Figure 18. Distribution of CRF receptor type 1 and 2 in the mouse brain. Modified from Van Pett et al.,
2000).

The CRFR-2 and its variants show a different distribution between human and rodents. In rats
and mice, the CRFR-2 (a) is preferably located in the CNS, especially in the lateral septum, the
ventromedial hypothalamus and the choroid plexus, however, its presence in the pituitary is
testimonial (Hauger et al., 2003). The CRFR-2 (b) is detected mainly in brain arterioles and in
peripheral tissues, including heart, vascular smooth muscle, lung, skeletal muscle,
gastrointestinal tract, ovaries and testes (Hauger et al., 2003; Spiess et al., 1998). In contrast,
human CRFR-2 (a) is expressed in both the CNS and in peripheral tissues and in the four cardiac
chambers, while the CRFR-2 (b) is mainly found in the brain and in the left atrium (Kimura et
al.,, 2002; Perrin and Vale, 1999). Currently, the CRFR-2 (c) only has been located in some

regions such as the hippocampus and in small amounts in the AMY (Kostich et al., 1998).

CRF receptors have different binding ligands that modulate its activity. It has been
demonstrated that the extracellular domains of CRFR-1, namely the domain EC-1 (N-terminal),
is crucial for receptor binding of agonists and antagonists (Perrin et al., 2006), while domains
EC-2, EC-4 and EC-3-TMD5 contribute to this union. The N-terminal region of CRF, although it
binds to the TMD-5 with a weak affinity region, is responsible for receptor activation.

Furthermore, TMD-3 and TMD-5 spirals are responsible for the binding of non-peptide ligands
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(Spiess et al., 1998). The fact that the EC-1-4 regions of both CRFR-2 variants have a lower
homology to the same regions of CRFR-1, could explain why the CRFR-2 preferentially binds to

CRF analogs sauvagine and urocortin 2, rather than to the CRF (Palchaudurri et al., 1998).

As for its functions, numerous studies have shown the important role of CRF receptors in the
etiology of various pathological processes. Specifically, it is proposed involvement in various
disorders associated with stress, such as anxiety and depression. In addition various studies
have found that activation of neuronal CRF system is involved in the symptoms of withdrawal
to different substances of abuse such as cocaine, amphetamines, alcohol and morphine. It has
been proposed that the CRFR-1 is mediating the secretion of ACTH and anxiogenic effects
occurring during withdrawal. This data is supported by studies in which the administration of
antagonists CRFR-1 (Table 3) attenuates the activation of the HPA axis and signs of opioid
withdrawal (Lu et al., 2000; Stinus et al., 2005; Contarino and Papaleo, 2005; Navarro-Zaragoza
et al.,, 2010). Regarding CRFR-2 functions, recent studies point to its involvement in the
morphine withdrawal syndrome (Papaleo et al., 2008; Ingallinesi et al., 2012) and relapse to
drugs such as cocaine (Williams et al., 2014), although its function has been studied as
potential therapeutic target in myocardial infarction, as it has been shown that urocortins, by
activation of CRFR-2, produce a vasodilator and inotropic effect (Bale et al., 2004; Yang et al.,

2010).

Table 3. Effects of CRFR-1 antagonists in various processes of addiction to drugs of abuse such as

cocaine, opioids, alcohol, nicotine or cannabis. Modified from Koob, 2009.

CRF Antagonist Effects

Withdrawal-induced Withdrawal-induced Baseline sel- Dependence-induced

changes in extracellular anxiety-like or adminisiration or increases in self- Stress-induced
Drug CRF in Cel aversive responses place preference administration relnstatement
Cocaine T 1 - { 1
Opioids T 4 — ! i
Ethanol T l - L L
Nicotine T { - A 1
AS-THC T {

—, no effect; blank entries indicate not tested. Cel, central nucleus of the amygdala.
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4.3.3 INVOLVEMENT OF CRF AND ITS RECEPTORS IN ADDICTION

CRF systems play an important role in the three stages of the cycle of addiction but especially
in the last stage or negative/withdrawal affective state. After the positive reinforcing effects
regulated, by the DA in the VTA, a process of counter-regulation occurs to maintain
homeostasis, producing dysthymia and a state of tension/wake through the down-regulation
of the reward system and the up-regulation of the brain stress system, including CRF and NA in
the extended amygdala (Koob and Zorrilla, 2010; Breese et al., 2011; Logrip et al., 2011).
Following repeated cycles of intoxication/withdrawal, the allostasis process dominates the
reward process and, consequently, the addict needs more drug to maintain the euthymis,
progressively increasing the CRF in various brain areas (Figure 19). This process is mediated by
the CRFR-1 in the extended amygdala increasing levels of CRF in the CeA and BNST during
withdrawal to alcohol (Roberto et al., 2010; Olive et al., 2002), nicotine (George et al., 2007),
cocaine (Richter and Weiss, 1999), opioids (Weiss et al., 2001) and cannabis (Rodriguez de

Fonseca et al., 1997).
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Figure 19. The progression of compulsive drug use alters the homeostasis through up-regulation of the
CRF activity in multiple brain areas, such as the VTA, the NAc, the CPF and the extended amygdala.
Taken from Zorrilla et al., 2014.

The counter-regulation process also increases the activation of the HPA axis via CRF receptor-

1, raising the levels of ACTH and GC during withdrawal from drugs of abuse. GC, may activate
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and sensitize CRF systems in the extended amygdala, interacting neuroendocrine and extra-

hypothalamic CRF systems.

In fact, several studies have reported elevated levels of CRF and CRFR-1 after weeks of
abstinence to ethanol or morphine in animal models (Zorrilla et al., 2001; Sommer et al.,
2008); and the administration of CRFR-1 antagonists attenuated anxiety (Overstreet et al.,

2002; Zhao et al., 2007).

It also has established a role for CRF/CRFR-1 in relapse to drug abuse. For example, antalarmin
and MTIP, both CRFR-lantagonists, attenuated relapse induced by stressful stimuli, as
electrical stimulation, in rats dependent on alcohol, cocaine, opiates, nicotine and
methamphetamine (Lu et al., 2003; Bruijnzeel et al., 2009; Nawata et al., 2012;. Robert et al.,
2010). In all cases, there was an increase ofneurotransmission in the CRF systems of the
extended amygdala which was inhibited by using CRFR-1 antagonists (Hansson et al., 2006;

Francesconi et al., 2009).

Recent studies point to an important role of CRFR-2 in opiate withdrawal, as their antagonists
inhibit the onset of withdrawal signs (Papaleo et al., 2008). Furthermore, CRFR-2 knockout
mice did not suffer dysphoria during opioid withdrawal and showed basal levels of ACTH and
corticosterone. Overall, the CRFR-2 could lead the response of extra-hypothalamic CRF
underlying opiate withdrawal through a positive pre-synaptic regulation of the synthesis and

release of CRF (Ingallinesi et al., 2012).

Actually, a few clinical human trials have been done using antagonists CRFR-1 to treat anxiety
and major depression (pexacerfont and CP-316.311 respectively) with mixed results, but less
effective than medical treatments approved currently, as benzodiazepines or antidepressants

serotonin reuptake inhibitors (Coric et al., 2010; Binneman et al., 2008).

Currently, some clinical trials with CRFR-1 antagonists are being developed (Figure 20) to
address problems related to addiction. The pharmaceutical company GlaxoSmithKline and the
National Institutes of Health (NIH) are evaluating whether verucerfont can reduce stress and
anxiety produced during the craving in women addicted to alcohol (NCT01187511). In addition,
the laboratory Bristol Myers Squibb and the NIH are testing whether pexacerfont can prevent
stress-induced by craving in patients on diet to palatable food (NCT01656577), smoking
craving and abstinence (NCT01557556), and stress-induced by craving in alcoholic women who

suffer from anxiety (NCT01227980) (Bailey et al., 2011; Zorrilla et al., 2013).
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4.4 ROLE OF THE GLUCOCORTICOIDS
GC secreted as a result of HPA axis activation play an important role in the processes that
allow the organism to adapt to stressors (McEwen, 2008). Acute administration of active
substances of abuse in animals enhance the HPA axis and could, first, facilitate activity in
reward circuits and as a result promote the acquisition of drug seeking behavior (Piazza and Le
Moal, 1997). Regarding the CRF, these acute changes are deregulated with the repeated
administration of cocaine, opioids, nicotine and alcohol (Koob and Kreek, 2007). Currently, it is
believed that an atypical response to stress may contribute to the persistence and relapse in

the cycle of addiction (Kreek and Koob, 1998).

All drugs of abuse activate the HPA axis during drug administration and acute withdrawal.
However, as the addiction cycle and abstinence continuous, HPA axis responses show
tolerance, but the brain exposure to high levels of glucocorticoid cause profound effects on the
extra-hypothalamic brain stress systems. Thus, although the transient elevation of GC is
beneficial to the organism, repeated or prolonged elevations, as a result of chronic stress,
produce a number of pathological conditions that contribute to addiction. At the cellular level,
GC, through the glucocorticoid receptors (GRs), mediate genomic effects through
transcriptional regulation (de Kloet et al., 2008) and non-genomic rapid effects through a

variety of mechanisms including protein coupled receptors G, which regulate the production of
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endogenous cannabinoids (Tasker et al., 2006) and the inhibition of monoamine transporter 3

sensitive to GC (Gasser et al., 2006).

The GRs are expressed in neural circuits involved in stress, including CRF neurons of BNST
(Cintra et al.,, 1987) DA neurons in the VTA (Harfstrand et al., 1986), interneurons of CPF
(Ostrander et al.,, 2003) and in various neuronal types in NAc (Zoli et al., 1990). In these
regions, has been shown the implication of the GC in various processes including neuronal
adaptation to stress, CRF mRNA expression in the BNST (Schulkin et al., 1998), increased
glutamate in the VTA (Saal et al. 2003), dendritic morphology and DA neurotransmission in the
CPF (Butts et al., 2011) and glutamatergic neurotransmission in the NAc (Campioni et al.,,

2009).

Therefore, GC are associated with a high response to novelty, facilitating the reward during the
initial use of the drug and may also enhance neural adaptations in the brain, specifically in
systems comprising the extended amygdala which contribute to disruption of homeostasis that

triggers the pathology associated with substance abuse.

4.5 CHANGES IN THE PATTERNS OF GENE EXPRESSION

Addiction is the result of changes in the patterns of gene expression promoted by the cellular
mechanism of drug action, modifying the neuronal homeostasis and in turn, the physiology of
the neuronal circuits that develop the typical addictive behavior (Nestler and Aghajanian,
1997). Numerous mechanisms by which drug repeated exposure alters the gene expression of
neurons in brain areas have been described, such as changes in the rate of gene transcription,
modifications of the synthesis of the messenger ribonucleic acid (mRNA), alterations in

protein maturation and trafficking them to their intracellular locations (Nestler, 2004).

CREB is a transcription factor that regulates the effects of the route of AC / cAMP / PKA on
gene expression. PKA acts phosphorylating the serine residue (Ser) CREB 133, which causes
dimerization of this transcription factor and the consequent binding of these to the CRE
promoter sequence in the DNA, thus regulating the expression of various genes (Figure 21).
CREB can also be phosphorylated in the same manner by other protein kinases such as the
calcium-dependent kinase (CaMK), the protein kinase C (PKC), the extracellular regulatory

kinase signal (ERKs) and the mitogen-activated kinases (MAPK) (Mayr and Montminy, 2001).
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Spine on medium spiny Figure 21. Diagram depicting how
neuron in NA

drugs phosphorylate CREB and
NTe heterodimerize Fos or Jun modifying
gene expression of neurons. Taken
from Maze et al., 2010.
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CREB was first described in 1987 as a cAMP-responsive transcription factor regulating the
somatostatin gene (Montminy and Bilezikjian, 1987) and has been discovered that regulates
the transcription of various genes involved in addiction, among which are c-Fos, the brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), the tyrosine hydroxylase (TH) and multiple neuropeptides,
enkephalins, the nerve growth factor (BGF) and the corticotropin-releasing hormone (CRF)
(Carlezon et al., 2005). In turn, CREB is involved in conditioned learning processes mediated by
the AMY (Nonaka et al., 2014), in processes of long term memory mediated by the
hippocampus and the striatum (Shu et al., 2014; Bambah-Mukku et al., 2014) and neuronal
plasticity (Madsen et al.,, 2012). Finally, CREB knockout mice showed less dependence and
withdrawal (Maldonado et al., 1996).

Among the genes whose regulation is regulated by CREB, are the immediate expression genes
(IEG), which expression is rapidly induced following exposure to certain stimuli. These genes
have a great importance in the development of addiction, in particular the families of Fos and
Jun, which are IEG encoding various transcription factors. The Fos family includes c-Fos, FosB,
Fra-1 and 2 and AFosB (Nestler, 2012). Transcription factors, members of the Fos family,
heterodimerize with the Jun (c-Jun, JunB) family forming the complex activating protein-1 (AP-

1) which promote the gene transcription by binding to DNA.

Acute administration of various drugs of abuse induce the expression of several protein
families discussed above, in a rapid and transient form, which lasts for 8 to 12 hours, returning
to previous baseline. In contrast, other proteins such AFosB, are stable, so it will accumulate
with repeated drug administration, becoming a predominant protein in the NAc. Furthermore,
these proteins remain elevated months, even when the subject stops the administration of the
addictive substance (Chen et al., 1997). These types of proteins produce permanent changes in

addicted subjects (Chao and Nestler, 2004).
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4.6 ROLE OF THE ANTIOXIDANT PROTEINS IN ADICCTION

Actually, it is being investigated the posible relationship between antioxidant proteins and
numerous transcription factors, not only in addiction but also in Parkinson or Alzheimer
disease, in which has been found decreased levels of redox proteins, as the tioredoxin-1 (Trx-1)
(Liu et al., 2013; Gil-Bea et al., 2012). The Trx-1 is found in almost all organisms and is essential
for life. It is a 12 kD oxidoreductase enzyme formed by a dithiol-disulfide active site. It is
ubiquitous and is found in many organisms from bacteria to plants and mammals. Many
substrates have been identified in vitro for Trx-1, including ribonuclease, coagulation factors,
insulin and glucocorticoid receptors. Trx-1 has various biological activities including regulation
of transcription factors, the factors binding to DNA and neuroprotection. In particular, acts to

facilitate reduction of other proteins through thiol-disulfide exchange in cysteine.

Trx-1 is upregulated by the ERKs and the CREB-CRE pathway. The Trx-1 is required for the
signaling of the nerve growth factors, through CRE, which results in c-Fos expression.
Therefore, the trx-1 is a neuronal cofactor exerting a cytoprotective role in the brain (Masutani
et al., 2004). Trx-1 can translocate to the nucleus, interact with transcription factors such as
NF-kB, phosphorylate CREB inducing the expression of various genes as the anti-apoptotic Bcl-
2 enzyme and antioxidant MnSOD, thereby increasing the survival of cells in the brain and
heart (Chiueh et al., 2005). Recent studies have implicated Trx-1 in drug addiction. Specifically,
administration of methamphetamine increases expression of Trx-1, which regulates the
activity of CREB (Lev et al., 2013). Furthermore, morphine administration increased the levels
of Trx-1 in the nucleus of neurons (Luo et al., 2012a, b). Other studies have suggested that
epinephrine is capable of inducing the expression of Trx-1 through B receptor signaling cascade

and cAMP / PKA / DARPP-32, promoting the expression of CREB (Jia et al., 2013).

5. CARDIAC CHANGES DURING THE ADDICTION: INVOLVEMENT CRF

Among the causes of death of addicts, is common the arrhythmia, myocardial infarction and
sudden death, especially in cocaine and methamphetamine (Simonsen et al., 2011) and heroin
addicts, with a mortality about 1-5% of addicts per year(Fernandez-Miranda et al., 1999;
Nerantzis et al., 2013.). The substances of abuse, not only cause molecular alterations in the
CNS but also alter the regulation of peripheral organs such as the heart and cause alterations

in proteins, receptors and signaling pathways.

If we consider that the regulation of the cardiac function depends on the coordination
between the activity generated by the neurons located in the CNS and the neurons located in

the heart ganglion (intrinsic cardiac innervation) (Ardell et al., 2001); cardiac adaptive changes
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that occur after chronic morphine administration could be due to the activation of brain

circuits and changes in the cardiac ganglion.

Currently, there is a good agreement between studies which conclude that CRF acts on the
brain by modulating the response of the autonomic nervous system (Dunn and Berridge, 1990;
Brown and Fisher, 1990). Stimuli from the environment stimulate the cerebral cortex and
hippocampus areas activating the hypothalamus, particularly the PVN, an important region
regulating the endocrine, autonomic and behavioral functions. As we have seen, the PVN
regulates the activation of the bulbar areas through the release of CRF in the NTS-A2 and the
VLM- Al, being the main brain area responsible of the cardiac sympathetic regulation
(Nakamura and Sapru, 2009; Kc and Dick, 2010; Dampney et al., 2002). In addition, the PVN
receives innervation of limbic structures related with emotions like CeA, the VTA or CPF, which
may be involved in the cardiac response to external environmental factors. Therefore, CRF
produces an activation of the sympathetic nervous system by stimulating the release of
adrenaline in the adrenal gland and the transmission of NA in the liver, heart and vascular bed
(Kang et al., 2011) (Figure 20). At cardiac level, CRF produces an increase in the mean arterial

pressure and the heart rate (Martinez-Laorden et al., 2014).

5/ ~Amygdsala e LOCUS >
i 7 / coerpleus
S CREL o A
v Oy .
=l eIt NNV,
/ NTS - baroreflex—
{ ) )

blood-brain
barrier

N

ACTH

p-endorphin
i
adrenal adrenal sympathetic
cortex medulla efferents vagal

efferents

\

<. glucoc :
guchcarticolds catecholamines

heart rate §
heart rate

VASCULATgRE a-receptor variability !

‘L\' \ j / Sino-athal A

e e s s e eSS SE RS SE .,

NN contractility t node (-
¥ blood pw“"'e\ \_ blood pressure t (rs,~receptor)’s‘\ \
O3 B
< heart rate ¢ L -
<% \
relaxation P contractility 1 ({:_RFz\re\‘ciplor
\ N blood CRF >
__________ urocortin 1
urocortin 2 t HEART
urocortin 3 J

Figure 22. Cardiac sympathetic innervation Modified from Yang and cols., 2010

During addiction to substances of abuse, these neural pathways endure many adaptive
changes that affect the regulation of the heart, modifying their signaling pathways, receptors,

proteins and physiology.
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Specifically, in the addiction to morphine, we found altered expression of various proteins
including TH or heat shock protein (HSP) 27 in both the dependence and withdrawal syndrome
(Martinez-Laorden et al., 2012, 2014; Drastichova et al., 2011). Moreover, it has been
described alterations in proteins involved in cell signaling pathways such as PKC, MAPK, ERKs

or p-38 (Drastichova, 2012; Almela et al., 2006; 2007).
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MAIN AlM

Different anatomical, functional and behavioral studies suggest a role for the CRF systems in
the addictive processes. In order to find therapeutic targets that could be useful for the
treatment of addictions, the main objective of this study was focused on investigating the
involvement of CRF systems and the CRF1 receptor in the positive and negative reinforcing
effects of morphine addiction, and on cellular and molecular changes observed in different
brain structures involved in reward systems, circuits of memory and stress. Here, we use
genetically modified mice, in which the CRF1R has been deleted (knockdown, KO), and mice
treated with a selective antagonist of the CRF1 mice. As addiction models, we used the
conditioned place preference (CPP) and the conditioned place aversion (CPA), both paradigms
of Pavlovian conditioning in which the reinforcing or aversive properties of a drug, first related
to a neutral environmental stimuli, cause to conditioning throughout this environmental
stimulus acquires motivational properties of either attraction or aversion, when the animal is

subsequently exposed

ESPECIFIC AIMS

1. Our first objective was to establish the possible involvement of the brain stress system in
the reinforcing effects of morphine. We evaluated, using animals treated with morphine CPP
and their controls: a) activity of the HPA axis by determining plasma levels of ACTH and
corticosterone (radioimmunoassay RIA); b) changes in the number of CRF neurons and their
activation (immunocytochemistry double CRF / CREB) in some of the structures that make up
the hypothalamic brain stress system (PVN) and extra-hypothalamic (CeA and BNST); c)
projections of CRF neurons innervating the mesolimbic system (NAc and VTA) and the NTS-A2,
main noradrenergic area that supplies the circuits of stress. All these parameters were also
analyzed in a group of animals receiving morphine or saline out of the behavior box

(unconditioned) (Article 1).

2. Since it is known that addiction, stress and memory share mechanisms modulation by
common neurotrophic factors, intracellular cascades and brain structures, our next aim was to
investigate the possible molecular changes that would arise in systems of the hypothalamic
stress (PVN) and in DG, a hippocampal structure considered of great importance for the
storage of the associated contexts and experiences in mice subjected to the test of CPP. The
CRF released into the DG of the hippocampus by different stimuli activated the CRF1 receptor
what triggers a series of signal transduction that phosphorylate the transcription factor CREB,

factor largely studied in the field of learning, memory and drug addiction. To accomplish this
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goal we evaluated the activation of CRF neurons in the PVN (double immunofluorescence CRF
/ CREB) and projections to DG and expression of pCREB and Trx-1 and its co-localization
(Western blot, immunofluorescence) in both brain structures. Within this aim, we evaluate the
involvement of CRF1 receptors in the reinforcing effects of morphine and observed changes in
the parameters described above. To carry out it, we administered CP-154.526, a selective

antagonist of CRF1 receptor (Article 2).

3. In rodents, the affective component of opioid dependence can be imaged and studied by
the CPA model that offers a highly sensitive measure of the negative emotional state produced
by the opioid withdrawal syndrome, while allowing explore the neurobiological mechanisms
underlying aversive effects and extinction. On this basis, we evaluated the aversive effects
precipitated by naloxone, using the CPA paradigm, in wild-type and CRF1 receptor knockout
mice chronically treated with morphine. In addition, we explored the changes in the
noradrenergic bulbar pathways (NTS-A2, VLM-A1) that innervate the VTA and the NAc by
guantifying the number of TH neurons, the limiting enzyme of catecholamine synthesis, and
the number of neurons TH phosphorylated at serine 40 or 31 in the NTS-A2 and VLM-A1. Also,
we investigated the activation of such neurons by colocalization c-Fos / TH phosphorylated at

serine 40 or 31 (immunohistochemistry) in KO mice of CRF1 receptor (Article 3).

4. Following the above objective, we studied the extinction of the aversive effects precipitated
by naloxone in wild-type and KO mice chronically treated with morphine. We raised this target
considering that the study of the adaptive changes that continue or disappear during
extinction can give extensive information about the mechanisms that trigger relapse, the main
problem of addiction. We evaluated the role of CRF1 receptor in the expression and extinction
of aversive effects using the paradigm of CPA and we measured the physical signs of
withdrawal syndrome and the HPA axis by determining plasma levels of ACTH and
corticosterone (RIA) after expression or extinction of the aversive effects of withdrawal. This
goal is conducted in male and female mice because there is limited knowledge in the

mechanisms underlying the different addictive patterns in men and women (Article 4).

5. In addition to the neuroadaptive changes that occur in different areas of the CNS during the
addictive processes, it is known that there is a close relationship between addiction and
cardiac disorders. It has been reported that heroin produces significant changes in cardiac
conduction leading to the production of different types of arrhythmias, responsible in part for
the sudden death in addicts. Therefore, in this work, we evaluated the role of CRF1 receptors

in the adaptive changes that occur in the central and peripheral noradrenergic pathways
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during the withdrawal syndrome precipitated by naloxone. Since a clear connection between
PVN, bulbar nuclei and heart has been described, here we evaluated the NA turnover in the
PVN (HPLC), the activation of cathecolaminergic neurons in the VLM-A1 by measuring TH
phosphorylated at serine-40 expressing c-Fos (immunocytochemistry), and finally, the NA
turnover and TH phosphorylated at serine 40 expression and PKA (Western blot) in cardiac
tissue. To carry out this goal we used wildtype and KO mice lacking the CRF1 receptor (Article

5).
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The results obtained in this thesis allow us to make the following conclusions:

1. CRF neurons located in the PVN and their projections to the NTS-A2 and VTA regulate the
reinforcing effects of morphine showed by using the CPP paradigm. The increased activity (co-
location CRF / CREB) of CRF neurons in the PVN, CeA and BNST was not evident in animals
conditioned to morphine in their home-cages. Therefore, the signals associated with the
consumption induce an increase of the CRF pathways in the brain system stress, supporting
the idea that the environment where the drugs are consumed plays a key role in the treatment

of addiction.

2. The results of this study show that CP-154.526, a selective antagonist of CRF 1 receptors,
abolished the CPP acquisition to morphine and the increased expression of CREB in the PVN
and DG, an area considered important for memory storage of associated contexts and
experiences. Furthermore, the expression of thioredoxin 1, a redox protein capable of
phosphorylating CREB, and the co-localization of pCREB / thioredoxin were antagonized in the
presence of CP-154.526 in the DG. These results demonstrate that CRF pathways, through the
CRF1 receptor activation, are clearly involved in addictive processes, particularly, in the

positive reinforcing effects (reward) and the association of drug reward with the environment.

3. The present study indicates that genetic deletion of the CRF1 receptor abolished the
aversive effects of the withdrawal syndrome, as assessed by the CPA paradigm. Activation of
TH neurons phosphorylated at serine 40 or 31 in the NTS-A2 observed after CPA paradigm was
not abolished in KO animals for the CRF1 receptor, while activation of the noradrenergic
neurons was suppressed in the area VLM. These results demonstrate that CRF1 receptors are
implicated in the aversive effects of withdrawal and modulate the activation of some of the
bulbar noradrenergic pathways which could be responsible of the negative symptoms of
withdrawal. Due to the known anatomical and functional interactions between CRF and NA,
CRF1 receptors could be an important therapeutic target for the treatment of morphine

withdrawal syndrome.

4. Our results demonstrate that the aversive effects of morphine withdrawal syndrome are
modulated by the activation of the HPA axis, with a clear increase in plasma concentrations of
ACTH. Moreover, this increase return to baseline levels after the extinction of the aversive
effects, which clearly indicates the involvement of hypothalamic brain stress system in the

maintenance of aversive memory. Genetic deletion of the CRF1 receptor abolished the
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aversive effects and the increased plasma ACTH concentrations, indicating the involvement of
these receptors. The extinction of aversive memory was faster in females than in males
demonstrating different addictive patterns in men and women which may be important in the

clinical treatment of addictions.

5. From the results obtained in KO animals of the CRF1 receptor we can conclude that
activation of CRF1 is involved in cardiac adaptive changes that occur in heart tissue (abolished
the increase of NA turnover, TH expression and PKA) and the brain areas (PVN: abolished the
increase of NA turnover; VLM: abolished TH activation of neurons) that control heart function.
These results suggest that CRF pathways, through the CRF1 receptor activation, may

contribute to the development of cardiac diseases associated with addictive process.
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