UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Adiccioén a Cocaina:

Estudio del Receptor Dopaminérgico
D3 (D3R) como Posible Diana
Farmacoldgica en la Prevencion
de las Recaidas en su Consumo

D2 Rocio Guerrero Bautista
2020






“Las carreras STEM combinan ciencia, tecnologia, ingenieria y matematicas.
Actualmente, la rama de tecnologia en los colegios esté repleta de chicos, pero
en las de ciencia es al contrario. Es funcion de todos hacerles ver que una
carrera con todas esas variantes seria perfecta para las chicas también. A lo
largo de la historia ha habido muchas mujeres que lo han logrado, en una
época en la que ni siquiera estaba bien visto que estudiaran una carrera. Pero
todo se puede, como diria Pepita Castellvi [0 importante es tener una idea
y lo demas es solo trabajo’].

- Ana Alemany/Todos los caminos llevan al polo -
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RESUMEN

La adiccion a sustancias de abuso constituye un grave problema de
salud publica a nivel global. Entre ellas, la cocaina sigue siendo la droga
estimulante ilegal mas utilizada en Europa, con la mayor prevalencia en los
paises del sur y oeste, como es el caso de Espafia. La adiccion puede definirse
como un trastorno mental cronico y recurrente caracterizado por la busqueda
compulsiva de la droga. Durante largos periodos de abstinencia existe un alto
riesgo de recaida en el consumo, por lo tanto, su prevencion se ha convertido
en un objeto de estudio para el manejo de la adiccion debido a la falta de
terapias efectivas para evitarlas. La importancia de estudiar las recaidas es
porque pueden ser desencadenadas tanto por estimulos estresantes como por
la reexposicion a la droga en si. Estos mismos desencadenantes se utilizan
para restablecer los comportamientos asociados a las drogas en modelos
animales. El paradigma paviloviano de preferencia de lugar condicionada
inducida por drogas (CPP) se utiliza para evaluar las propiedades gratificantes

de las drogas de abuso.
Como consecuencia, los objetivos de este trabajo han sido:

- Evaluar la posible implicacién del receptor dopaminérgico D3 (D3R) en la
recaida en el consumo de cocaina, ya que la evidencia acumulada indica que
los antagonistas de estos receptores parecen ser muy prometedores para
atenuar la recompensa y la recaida de la cocaina en modelos preclinicos de

adiccion.

- Estudiar si D3R esta involucrado en el aumento de los niveles plasmaticos de

corticosterona durante la recaida en la CPP.

- Estudiar las modificaciones en la expresion de DAT y D3R en el nucleo NAc
(shell) durante la recaida en el CPP causada por el estrés y por un priming de
cocaina en ratones condicionados a la cocaina; Ademas, estudiamos si el

bloqueo de D3R impide las modificaciones de esas expresiones.



- Investigar los cambios en la cascada de mTOR en BLA y DG en la recaida en

la CPP inducida por un priming de cocaina y estrés social.

La metodologia desarrollada se ha dividido en dos fases, primero se
realizé6 un estudio de comportamiento utilizando la CPP, y luego un estudio
molecular procesando las muestras obtenidas (cerebro y plasma) para

interpretar los cambios que ocurrieron en la primera fase.

Los diferentes grupos experimentales de ratones machos de la cepa
C57BL/6 se condicionaron con cocaina a una dosis de 25 mg/kg durante cuatro
dias. Al quinto dia, se realiz6 una prueba de condicionamiento posterior (Post-
C) y luego, durante 7-8 semanas, se extinguié la CPP (ext). Una vez que el
comportamiento adictivo habia cesado, se estudié la posible participacién de
D3R en la restauracion de la CPP inducida por cocaina. Para eso, treinta
minutos antes de la administracién de una dosis de priming de cocaina o un
solo episodio de estrés [social defeat (SD), inmovilizacibn o dolor],
administramos una dosis Unica del antagonista selectivo de D3R, SB-277011-
A. Las dosis administradas en cada grupo fueron a) 24 o 48 mg/kg, i.p. para el
grupo de priming de cocaina, estrés de inmovilizacién y estrés por dolor; b) 12
0 24 mg/kg, i.p. para el grupo de estrés SD. Los animales de control recibieron
una inyeccion de vehiculo (agua desionizada, 1 ml/kg, i.p.). Ademas, los niveles
plasmaticos de corticosterona (como marcador de estrés) se cuantificaron por
radioinmunoensayo (RIA) después de una recaida.

Los resultados mostraron que el bloqueo de D3R con SB-277011-A no
antagonizo la recaida en CPP causada por un priming de cocaina; por el
contrario, el pretratamiento con SB-277011-A inhibio la restauracion de la CPP
causada por el estrés social. También hemos observado que el pretratamiento
con SB-277011-A inhibié la restauracion de la CPP causada por diferentes
tipos de estrés fisioldgico. A nivel molecular, hubo cambios en la expresion de
DAT y D3R en el NAc (shell) después de la recaida en la CPP causada por un
priming de cocaina y el estrés social. Ademas, hemos encontrado que la
cascada de sefalizacion de Akt-mTOR podria acoplarse a D3R debido a un
aumento en la expresion de pAkt y pmTOR en el NAc después de la recaida en
la CPP causada por un priming de cocaina y el estrés social. En la recaida en



la CPP inducida por un priming de cocaina o por estrés social se modifico la
expresion D3R y DAT en BLA, pero no en DG hipocampal. Hubo una
disminucién en la activacibn de mTOR en BLA y DG después del
restablecimiento de CPP inducido por priming de cocaina o estrés social.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que el antagonismo de D3R
podria ser un objetivo farmacologico en la prevencion de la recaida inducida
por el estrés en el consumo de cocaina. Ademas, los resultados actuales son
consistentes con la hipotesis de que D3R jugaria un papel importante en el

restablecimiento de la busqueda de cocaina.

Palabras clave: adiccion, cocaina, recaidas, D3R, DAT, Akt, pmTOR.






ABSTRACT

Drug addiction constitutes a serious public health problem at the
international level. Among them, cocaine continues to be the most widely used
illegal stimulant drug in Europe, with the highest prevalence in southern and
western countries, as is the case in Spain. Addiction can be defined as a
chronic and recurrent mental disorder characterized by the compulsive search
for the drug. During long periods of abstinence there is a high risk of relapse in
consumption, therefore, its prevention has become an object of study for the
management of addiction due to the lack of effective therapies to avoid them.
The importance of studying relapses is that they can be triggered by both
stressful stimuli and by re-exposure to the drug itself. These same triggers are
used to re-establish drug-associated behaviors in animal models. The Pavlovian
paradigm of drug-induced conditioned place preference (CPP) is used to
evaluate the rewarding properties of drugs of abuse.

As a consequence, the Objectives of this work have been:

- To evaluate the possible involvement of the dopaminergic receptor D3 (D3R)
in the relapse in cocaine use, since accumulated evidence indicates that
antagonists of these receptors seem to be very promising in attenuating cocaine

reward and relapse in preclinical models of addiction.

- To study if D3R is involved in the increase of plasma corticosterone levels
during relapse in CPP.

- To test the changes in the expression of DAT and D3R in the NAc shell during
the relapse in the CPP caused by stress and by a priming of cocaine in mice
conditioned to cocaine; in addition, we studied if the D3R blockade prevents the

modifications those expression.

- To investigate the changes in the mTOR cascade in BLA and DG in the

relapse in CPP induced by cocaine priming and social stress.



The methodology developed has been divided into two phases, first a
behavioral study using the CPP has been carried out, and then a molecular
study by processing the samples obtained (brain and plasma) to interpret the

changes that occurred in the first phase.

The different experimental groups of male mice of the C57BL/6 strain
were conditioned with cocaine at a dose of 25 mg/kg for four days. On the fifth
day, a post-conditioning test (Post-C) was performed and then, for 7-8 weeks,
the CPP was extinguished (ext). Once the addictive behavior had ceased, the
possible involvement of D3R in the restoration of cocaine-induced CPP was
studied. For that, thirty minutes before the administration of a cocaine priming
dose or a single stress episode (SD, immobilization or pain), we administered a
single dose of the selective D3R antagonist, SB-277011-A. The doses
administered in each group were a) 24 or 48 mg/kg, i.p. for the cocaine priming
group, immobilization stress and pain stress; b) 12 or 24 mg/kg, i.p. for the SD
stress group. Control animals received a vehicle injection (deionized water, 1
ml/kg, i.p.). In addition, plasma levels of corticosterone (as marker of stress)
were quantified by radioimmunoassay (RIA) after relapse.

The results showed that blocking D3R with SB-277011-A did not
antagonize the relapse in CPP caused by cocaine-prime; by contrast,
pretreatment with SB-277011-A inhibited the restoration of CPP caused by
social stress. We have also observed that pretreatment with SB-277011-A
inhibited the restoration of CPP caused by different types of physiological
stress. At the molecular level, there were changes in the expression of DAT and
D3R in the NAc shell after the relapse in CPP caused by cocaine priming and
social stress. In addition, we have found that the Akt-mTOR signaling cascade
could be coupled to D3R due to an increase in the expression of pAkt and
pmTOR in the NAc after the relapse in CPP caused by cocaine priming and
social stress. Relapse in CPP induced by cocaine priming or social stress
modified D3R and DAT expression in BLA, but not in hippocampal DG. There
was a decrease in mTOR activation in BLA and DG after reinstatement of CPP
induced by cocaine priming or social stress.

In conclusion, our results suggest that D3R antagonism could be a

pharmacological target in the prevention of stress-induced relapse in the



consumption of cocaine. Furthermore, present results are consistent with the
hypothesis that D3R would play an important role in the reinstatement of
cocaine-seeking.

Key words: addiction, cocaine, relapse, D3R, DAT, Akt, pmTOR.






INTRODUCCION







INTRODUCCION Rocio Guerrero Bautista

|. INTRODUCCION

La adiccion a sustancias de abuso (drogas) supone en la actualidad un
importante problema de Salud Publica, que perjudica tanto a las personas
individualmente como a todo el conjunto de la sociedad a nivel mundial (1). De
manera individual, aumentan las comorbilidades en enfermedades infecciosas
(hepatitis, VIH, etc.), entre otros motivos, por interferir con el buen juicio y la
toma de decisiones, potencialmente llevando a los consumidores a tener
practicas sexuales de riesgo, asi como contribuir al desarrollo de afecciones
clinicas tales como hipertension, Insuficiencia Cardiaca (IC), artritis, neumonia,
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), alteraciones del Sistema
Nervioso Central (SNC), entre otras (2). Ademas, es especialmente
preocupante la aparicion de nuevas sustancias psicoactivas en la Ultima
década con efectos o perfiles de seguridad aun desconocidos para el abordaje
de sus efectos secundarios a largo plazo o de las sobredosis (3). Esta situacion
de adiccibn a distintas sustancias suele llevar aparejado problemas
econdmicos, familiares, laborales como el desempleo, pérdida de productividad
o conflictos personales (4). Por tanto, uno de los principales problemas
existentes, subyacente y comudn a las adicciones actualmente, es el
desconocimiento de las bases neurobioldgicas implicadas en las mismas y por
tanto, la ausencia de terapias efectivas para su tratamiento, aunque en los
ultimos afios se ha avanzado en el abordaje de los mecanismos moleculares

gue subyacen en la adiccion.

En la actualidad, existe un consumo preocupante de este tipo de
sustancias; un claro ejemplo de ello es la epidemia de opiaceos (en particular
los derivados del fentanilo) y cocaina existente en Estados Unidos, responsable
de 47.600 y 13.942 muertes por sobredosis, respectivamente, segun los
altimos datos disponibles del afio 2017 del Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) (5) y del National Institute of Drug Abuse (NIDA) (6). En la
base social de este problema convergen numerosos determinantes, entre los
gue podemos destacar la prescripcion indiscriminada de opioides para el
tratamiento del dolor, la sintesis de moléculas psicoactivas en laboratorios

ilegales y el entorno del sujeto adicto.
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La cocaina, objeto de nuestro estudio, es una sustancia ampliamente
consumida como psicoestimulante, y constituye la droga estimulante ilegal mas
consumida en Europa, con mayor prevalencia en los paises del sur y el oeste,
como es el caso de Espafa (7). Su abuso se asocia a mdultiples secuelas
fisicas y psiquiatricas bien conocidas clinicamente y se carece de terapias que
resulten efectivas en la prevencion de uno de los aspectos més dificiles de
abordar en materia de adicciones y que asocia una elevada morbimortalidad:
las recaidas en el consumo. Los estudios de muchos afios han sugerido que
estas recaidas suelen ser provocadas por el estrés emocional y los
sentimientos negativos que aumentan el deseo del consumo de cocaina en
sujetos adictos (8), lo que avala la relacion existente entre estrés y recaidas (9,
10).

1.1. Adiccién a sustancias de abuso

La adiccion a las sustancias de abuso (drogas), es un trastorno mental
cronico y recurrente caracterizado por la busqueda compulsiva de estas
sustancias y la pérdida del control sobre su consumo, y se caracteriza por un
riesgo muy elevado y mantenido en el tiempo de recaidas durante los periodos
de abstinencia (11). En la actualidad, la adiccién se considera una patologia
cronica, ya que como resultado de la pérdida del control inhibitorio a nivel de la
corteza prefrontal (PFC) (12), los sujetos adictos son especialmente
vulnerables a perder el autocontrol y a recaer, incluso después de afios o
décadas en abstinencia asintomatica, estableciéndose asi un circulo muy dificil
de romper (13) (Fig.1l). El deseo incesante de busqueda de drogas (craving)
viene acompafnado de un intenso malestar y estado de animo disminuido que
solo se vera resuelto cuando se vuelva a consumir (14). Actualmente se estima
gue la adiccién a sustancias de abuso afecta al 10-15% de la poblacién
mundial. Entre los factores que influyen en los procesos adictivos se incluyen la
predisposicién genética, factores ambientales de riesgo, factores psicolégicos,
el tipo de droga y la edad de inicio en el consumo, asi como la frecuencia de su

uso. Ademas, una caracteristica comun en la adiccion a drogas, como se ha
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comentado anteriormente, es la alta tasa de recaidas durante la abstinencia y
muchos estudios sugieren que estas recaidas suelen ser desencadenadas por
el estrés (15). Los estudios experimentales sobre la relacién existente entre
estrés y consumo, pueden ser clasificados teniendo en cuenta a: a) el tipo de
estrés: fisico, ambiental, etc.; b) etapa en el ciclo de la adiccion en la que se
encuentre el sujeto (inicio, progresién, mantenimiento, recaida); c) método de
medida para estudios experimentales [autoadministracion, Preferencia
Condicionada de Plaza, nombrado de aqui en adelante por sus siglas en inglés
Conditional Place Preference (CPP)] (16).

Es posible explicar la adiccion como un ciclo recurrente de tres estados:
consumo inicial, abstinencia/sentimientos negativos 'y preocupacion/
anticipacion (craving) (17). El individuo comienza con el consumo puntual de la
droga, la cual activa a los sistemas neuronales de recompensa, provocando un
estado placentero que lleva, en determinados casos, a que el consumo se
repita para evitar las sensaciones negativas que se producen durante la
abstinencia. A causa del uso repetido, se llega al estado de dependencia,
necesitando mayor cantidad de dosis y menor tiempo entre consumo y
consumo. En este estado crénico de la adiccion se produce el sindrome de
abstinencia cuando no se tiene acceso a la droga y en él aparecen los efectos
desagradables como consecuencia de la actuacion de los reforzadores
negativos. Para contrarrestar estos efectos negativos, se produce un nuevo
consumo, cerrando asi el ciclo. Los tres estados se suceden ciclicamente,
conllevando a neuroplasticidad en los diferentes circuitos neuronales,

determinando asi la conducta del adicto (18).
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Figura 1. Ciclo de la adiccion y areas cerebrales implicadas. El ciclo tiene tres fases que se repiten
ciclicamente: el consumo y sus efectos placenteros, la abstinencia y sus efectos negativos y finalmente la
preocupacion y busqueda de droga (craving), lo que lleva a repetir el consumo (recaidas). Tomado de (5).

1.1.1 El problema de las recaidas

Este problema principalmente radica en que los sujetos, a pesar del
intento de abandono del consumo a drogas, acaban recayendo (19). Esta
tendencia a la recaida persiste después del cese de los sintomas fisicos y
afectivos de la abstinencia (20) pues, ocurre a menudo que los individuos
adictos reciben sefiales asociadas que les recuerdan al consumo en el pasado.
Por ello, las recaidas recientemente se han convertido en objeto prioritario de
estudio en las adicciones ya que representa el principal obstaculo en el
tratamiento y hasta el momento no existe farmacoterapia especifica con

eficacia para su prevencion (21).

Las recaidas son, pues un punto comudn, y muy frecuentes, en todos los
procesos adictivos. En modelos animales, uno de los procedimientos mas
extendidos para inducir un cese en el consumo de drogas (abstinencia) es la
denominada extincion. Consiste en el aprendizaje por parte del consumidor de
la desvinculacién de las sefiales externas que habian estado asociadas al
consumo de la droga (22). De este modo, los procesos que se programan de
extincion de la conducta adictiva pueden ser beneficiosos para un sujeto adicto.
Sin embargo, en diferentes estudios experimentales animales se ha

comprobado que, ante ciertos estimulos asociados al consumo, aparece una

4
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restauracion en la busqueda y consumo de la droga (reinstatement/recaida), lo
que pone de manifiesto que las propiedades reforzantes de los estimulos
condicionados son las que subyacen en las recaidas en el consumo, lo cual es
extrapolable a lo que ocurre en humanos (23). Se ha comentado que la recaida
durante la abstinencia, a menudo se desencadena por contextos o sefales,
incluso neutras, asociados a las drogas. De igual modo, tanto en la literatura
clinica como en la preclinica, esta bien establecido que la exposicién a diversos
tipos de estrés puede elevar el deseo de consumo y acelerar una recaida. Una
forma particularmente potente de estrés, es el estrés en las relaciones
interpersonales/sociales, pues, los individuos dependientes tienen una
respuesta fisiologica elevada a las relaciones interpersonales estresantes en

relacion con los individuos no dependientes (16).

A pesar de ser un proceso ampliamente empleado, se ha podido
constatar que la extincién no borra la memoria adictiva sino que parece generar
una nueva memoria que inhibe y compite con la memoria condicionada original
(24-26). Las “memorias” de extincidon no sobrescriben los recuerdos iniciales,
sino que estan mediadas por circuitos anatémicamente diferentes (27, 28).
Dado que los recuerdos no son eliminados, las recaidas continGan siendo
posibles durante prolongados periodos de tiempo ya que en cualquier momento
se podria producir una recuperacion (retrieval) de la memoria asociada al
consumo. Por ello, en la actualidad se buscan otros métodos (que pueden ir 0
no asociados a los procesos de extincion), para evitar las recaidas cuando el
adicto se ve expuesto a sefiales que desencadenan la “memoria adictiva”,

como se comentara mas adelante.

1.2. Circuitos neuronales implicados en la adiccion a drogas

Distintas estructuras cerebrales interaccionan entre si determinando los
aspectos que motivan al consumo de drogas, que comprenden en términos
generales, a tres grupos de circuitos neuronales: A) sistema de recompensa o

mesocorticolimbico, B) sistema de anti-recompensa y C) vias noradrenérgicas.
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1.2.1 Sistema mesocorticolimbico o de recompensa

La via de recompensa principal es la via mesocorticolimbica, de
naturaleza dopaminérgica. Es el sistema mas estudiado, descubierto por Olds y
Milner en el afio 1954 y que relacionaron con la motivacion y recompensa (29).
Las conexiones dopaminérgicas de este circuito van desde el area tegmental
ventral (VTA) del mesencéfalo, donde se encuentran los somas de las
neuronas dopaminérgicas, a estructuras limbicas como el ndcleo accumbens
(NAc), nucleo central y basolateral de la amigdala (CeA, BLA,
respectivamente), hipocampo y varias regiones de la PFC, donde se libera
dopamina (DA) (30) (Fig.2). Todas estas "regiones de recompensa cerebral”
estan interconectadas de una forma compleja en el que el NAc recibe una
inervacion glutamatérgica densa de la PFC, la amigdala y el hipocampo; y la
PFC, la amigdala y el hipocampo forman conexiones glutamatérgicas
reciprocas entre si. La produccion funcional de cada una de estas regiones
estd modulada por varios tipos de interneuronas gabaérgicas y, en el NAc,
también por interneuronas colinérgicas. Ademas, cada una de estas regiones
recibe entradas serotoninérgicas del ndcleo rafe del mesencéfalo y entradas
noradrenérgicas del locus coeruleus pontino, y varias estan inervadas por
sistemas de péptidos hipotaldmicos. Finalmente, existe evidencia de que las
neuronas VTA "dopamina" también liberan glutamato o acido x-aminobutirico

(GABA), lo que puede contribuir a sus efectos funcionales (31).

Ademas de la DA, como se ha comentado, se ha propuesto la
implicacién de otros neurotransmisores como la noradrenalina (NA), glutamato,
endocannabinoides, GABA, péptidos opioides enddgenos (POE), factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y orexinas, en la adiccion (32). La
eliminacion de DA a nivel de NAc o lesiones en el VTA reducen la motivacion
en la busqueda de recompensas. Por el contrario, el aumento de DA a estos
niveles parece que se aumenta el esfuerzo que el adicto esta dispuesto a
realizar para obtener recompensas (33). Por tanto, la importancia clinica de
esta via, entre otras, se debe al papel fundamental que desempefia en la
neurobiologia de la adiccién, puesto que todas las sustancias de abuso activan

el sistema de recompensa, facilitando, mediante diferentes mecanismos de

6



INTRODUCCION

Rocio Guerrero Bautista

accion, el aumento de DA en los nudcleos inervados por este sistema (34). Este
incremento es el responsable del origen de la formacion de las conductas

adictivas.

B @—=< Glutamatergic
p—— @—< Dopaminergic
/ @— GABAergic
- PFC -
/ 2 /(' \/\

Striatum

Figura 2. Sistema mesolimbico y vias de recompensa: Via mesocorticolimbica (via de recompensa).
Tomado de (20).

Las neuronas del NAc también reciben proyecciones desde neuronas
glutamatérgicas del hipocampo, la amigdala y el cortex medial prefrontal (35)
(Fig.2). A lo largo de la escala filogenética, el cerebro ha ido desarrollando
circuitos neuronales que aseguran la supervivencia de las especies, de modo
que, la existencia de esta via de recompensa justifica la satisfaccion y placer
por conductas que son criticas para dicha supervivencia, ya que nos motivan a
repetirlas, como por ejemplo comer, beber o las relaciones sexuales (17)
(reforzadores naturales que responden a una necesidad de mantener una
homeostasis de los niveles de DA). Por tanto, el neurotransmisor principal
implicado en los efectos reforzadores de sustancias de abuso es la DA, por lo
gue una activaciéon de los sistemas de recompensa conlleva una liberacion de

la misma en las areas inervadas por el VTA (18).

Por otra parte, durante el uso cronico de drogas se produce el fenébmeno
denominado tolerancia, consecuencia de una serie de fenbmenos adaptativos
neuronales (36) en el sistema mesocorticolimbico que compensaria el aumento

en la intensidad de las sefales de la neurotransmision que la droga modifica.

7
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Por ejemplo, el cerebro responde a los elevados niveles de DA en parte
reduciendo el niumero de receptores dopaminérgicos, aliviando de este modo la
sobreestimulacion, pero también contribuyendo al desarrollo de la dependencia
de las drogas (37). En este caso, la droga va siendo cada vez menos efectiva,
reduciéndose progresivamente la funcién basal dopaminérgica. Actualmente la
tolerancia no tiene tanta importancia en los procesos adictivos en relacion con
lo propuesto hace afios, ya que no se considera un factor caracteristico de la

dependencia.

El sindrome de abstinencia aparece al suspender el consumo de una
droga que previamente ha generado un cuadro de dependencia. Este sindrome
puede producirse por la interrupcion o disminucibn en el consumo,
desenmascarando todos los procesos adaptativos inducidos por la droga a lo
largo de su consumo. Esta etapa se caracteriza por una disminucién de la
actividad dopaminérgica mesocorticolimbica, junto con una activacion del
sistema cerebral del estrés, constituido por la amigdala extendida y el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) produciéndose una elevacion del factor
liberador de corticotropina (CRF), dinorfinas (DYN) y NA, que en definitiva son
los responsables de los efectos desagradables que origina la deprivacién a las
drogas (38).

1.2.2 Sistema anti-recompensa

Se ha evidenciado que el estrés afecta al aprendizaje y procesos de
memoria (39), procesos criticos para los procesos adictivos y para las recaidas
como se comentara en el siguiente epigrafe. Las principales estructuras

cerebrales relacionadas con el estrés son la amigdala extendida y el eje HHA.

Se ha demostrado que la amigdala extendida participa tanto en los
sintomas fisicos de la abstinencia, como en los estados emocionales negativos
que impulsan a la busqueda, uso compulsivo y recaidas a las drogas. Del
mismo modo, el eje HHA desempeiia un papel fundamental en el estrés y
comportamiento de busqueda de drogas, fundamentalmente a través del
neurotransmisor CRF (35). Por lo tanto, la exposicion al estrés provoca la

8
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sintesis de CRF a dos niveles; la amigdala extendida (sistema de estrés

extrahipotalamico) y el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN).

1.2.2.1 Sistema del estrés extrahipotalamico:

La amigdala extendida esta compuesta por el nacleo del lecho de la
estria terminal (BNST), CeA y NAc (35). Recibe numerosas aferencias de
estructuras limbicas y envia proyecciones a la parte medial del palido ventral y

al hipotadlamo lateral (40) (Fig.3), y uno de sus neurotransmisores es el CRF

extrahipotalamico [que no participa en la liberacion de la hormona

adrenorcorticotropa (ACTH) hipofisaria ni, por tanto, de corticoides por la
corteza suprarrenal].
Orbito frontal cortex

Dorsolateral prefrontal cortex
Cingulate cortex

Thalamus

A

Ventral pallidum

Hippocampus

Opioid
-~ peptides~.

Stress hormone

Figura 3. Diagrama que ilustra el circuito de la amigdala extendida como mediador de la alostasis en la
adiccion a drogas. El eje HHA y el sistema cerebral de estrés promueven la desregulacién del circuito de
recompensa; y expresando y perpetuando la busqueda compulsiva de la droga se haya el circuito cortico-

talamico-estriado. Tomado de (40).

1.2.2.2 Sistema de estrés hipotalamico:
El eje HHA (Fig.4) es un sistema neuroendocrino complejo con

funciones relacionadas con la adaptaciébn a situaciones estresantes. Esta
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compuesto por el PVN del hipotalamo, el I6bulo anterior de la hipofisis y la
corteza de las glandulas suprarrenales. El CRF es sintetizado en el PVN ante
situaciones de estrés, estimulando la sintesis y secrecion de la ACTH al unirse
a sus receptores en la hipofisis anterior. La ACTH a su vez induce la sintesis y
liberacion de glucocorticoides de la corteza suprarrenal al torrente sanguineo
(cortisol en humanos, y corticosterona en roedores) (41). Anatbmicamente, los
receptores para glucocorticoides se encuentran localizados en mdltiples areas
del SNC, incluyendo a los circuitos de recompensa. Diferentes estudios han
demostrado que durante los periodos de la abstinencia a drogas, como
cocaina, anfetaminas, nicotina y opiaceos, entre otras, se induce la activacion
de este eje, cuya consecuencia final es la liberacién de glucocorticoides que
son potentes reguladores de todos los sistemas fisioldégicos de los mamiferos,
incluido el SNC (42).

Hypothalamic
Paraventricular
Nucleus (PVN)

Hypothalamic
Median Eminence

Corticotrophs in
Anterior Pituitary

HPA Axi

/'Eaéf‘\\

4
Adrenal / Medulla} Systemic
( Mo /‘; )

yoegpea4 anebeN 1HOD

Gland \ 3 : Circulation
\\\_ //

CORT

Figura 4. Eje HHA. Modificado de (41).
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1.2.3 Vias noradrenérgicas

El sistema noradrenérgico consiste en dos proyecciones principales
ascendentes: una parte dorsal y otra ventral. La parte dorsal se origina en el
locus coerelus (LC) y proyecta hacia el hipocampo, mientras que la parte
ventral la conforman un nimero de nucleos de la protuberancia y médula y
proyecta al hipotalamo, mesencéfalo, y amigdala extendida (Fig.5). EIl
neurotransmisor principal es la NA, que es producida principalmente por el LC
en el tronco cerebral, y también por la médula adrenal. Se sintetiza a partir de
DA por la enzima dopamina B-hidroxilasa. La NA, asi como la adrenalina, es un
ligando para los receptores adrenérgicos acoplados a proteinas G. La NA es
basicamente un neurotransmisor del estrés y, como consecuencia, existe cierta
relacion entre el sistema noradrenérgico y la adiccion. Los receptores
adrenérgicos a-1 controlan una via neural responsable de la liberacion de DA
en el NAc (43). Ademas, las neuronas noradrenérgicas modulan el patrén de
activacion de la liberacion de DA a través de los adrenoreceptores a-1
postsinapticos excitadores (44). La liberacion de DA en la PFC esta regulada
por terminales nerviosas noradrenérgicas locales, y la estimulaciéon eléctrica de
las neuronas del LC aumenta tanto la DA extracelular como la NA en la PFC
(45, 46). Por otro lado, la NA también aumenta la liberacion de CRF en
diferentes nucleos como PVN, BNST y CeA (17), y este CRF induciria la
liberacion de NA por las areas noradrenérgicas del tronco encefalico (sistema
de retroalimentacién). Se ha observado la expresion del receptor 1 del factor
liberador de corticotropina (CRF1R) en las neuronas catecolaminérgicas VTA,
LC y nucleo del tracto solitario (NTS) (47).Los aferentes noradrenérgicos del
NTS a la amigdala extendida y PVN median no solo el desarrollo de los efectos
motivadores de la abstinencia, sino también el restablecimiento inducido por el

estrés del comportamiento de busqueda de drogas (48, 49).
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Figura 5. Diagrama que ilustra las dos proyecciones principales del sistema noradrenérgico, el sistema de
locus coerelus dorsal (LC, A6) y el sistema ventral A1/A2 y sus interacciones con el nicleo PVN del
hipotdlamo, neuronas que contienen factor liberador de corticotropina (CRF). El circuito entre el PVN y el
LC, A6 es una excitacion positiva reciproca que modula la respuesta del cuerpo al estrés. Tomado de
(50).

1.3. Memoria, aprendizaje y adiccion

La adiccion, es un hecho que no ocurre de forma repentina, ya que el
consumo cronico de sustancias de abuso comienza por el aprendizaje del
efecto placentero que la sustancia produce, aumentando de este modo, el
deseo de consumirla de nuevo. Con el tiempo, determinadas sefales
ambientales o contexto se asocian con el consumo de la droga (como lugares,
olores, personas, etc.), hasta que por si mismas, son suficientes para estimular
el deseo del consumo (craving). Asi pues, actualmente se acepta que la
adiccion es un aprendizaje de tipo pavioviano (51). En este sentido, se ha
podido constatar que las drogas alteran y potencian los procesos normales de
aprendizaje y memoria, usurpando estos sistemas a través de sus acciones
farmacoldgicas en los diversos sistemas de neurotransmisores y produciendo
sefales artificialmente placenteras de mayor magnitud y duracion que las que

producen los estimulos naturales.
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El aprendizaje, potenciado sobre la experiencia positiva de la droga,
resulta en una mayor probabilidad de consumirla de nuevo, por tanto, el efecto
se potencia cada vez que se produce un nuevo consumo (52, 53). Las
sustancias de abuso no so6lo aumentan el aprendizaje de los efectos positivos
de la droga, sino que también eclipsan y disminuyen el impacto de otros
elementos del entorno, lo cual resulta en una mayor atencion hacia el consumo
a costa de las actividades normales (52). Estas asociaciones formadas entre el
contexto y las drogas, son un obstaculo importante en el tratamiento de la
adiccion, ya que los estimulos condicionados pueden actuar como
desencadenantes e iniciar el ansia del consumo incluso después de periodos
prolongados de abstinencia. En conclusion, actualmente se acepta que la
adiccion es un comportamiento condicionado de tipo pavloviano (54), en el que
diferentes estimulos asociados (55) previamente con la droga son capaces de
desencadenar la conducta de busqueda y consumo en sujetos abstinentes (56,
57), esto implica a determinados contextos ambientales presentes o
relacionados con el consumo, tales como olores, el lugar donde se consumia o
la gente con la que se hacia. La posterior exposicion a dichos estimulos
desencadenaria un intenso craving incluso después de largos periodos de
abstinencia (58), que terminaria en la recaida. Por otra parte, durante la
adiccion se produce un claro solapamiento entre los mecanismos moleculares
implicados en el aprendizaje y la memoria normal (Fig.6) y las acciones
farmacoldgicas de las drogas, por lo que se ha propuesto que la adiccién se
produce, al menos en parte, por un proceso aberrante de los procesos de
aprendizaje y memoria (59-61). La adiccién es pues, un trastorno complejo,
caracterizado por la alteracion de los circuitos de aprendizaje/memoria, que
constituyen la base neurofisiologica de los procesos de busqueda y consumo

de droga.

13



INTRODUCCION Rocio Guerrero Bautista

[ Initiation of memory consolidation |

Learning

experience W l l

Hippocampus
«———— | Caudate nucleus

Basolateral P Other brain regions
amygdala E +
o0 ! =
\J : '
A | 5 i
« i :
:- [

(T O——— Maodulating influences

Adrenaline » Glucocorticoids

Adrenal gland

Figura 6. Modulacién de la consolidacion de la memoria inducida por un estimulo emotivo. Tomado de
(62).

1.3.1 Circuitos que regulan los procesos de aprendizaje y memoria

Nuestros cerebros estan disefilados para aprender sobre nuestros
entornos y recuperar informacion precisa del almacenamiento de memoria, ya
qgue es fundamental para la supervivencia. Muchos factores pueden influir en la
eficacia con la que un individuo adquiere y almacena nueva informacion,
incluida la disponibilidad de recursos de atencidn, motivacion y excitacion. Las
drogas de abuso pueden afectar positivamente a todos estos factores,
aumentando la atencion, la motivacion y la excitacion, de modo que los
comportamientos que conducen al uso de drogas y los estimulos encontrados
durante la exposicion a las drogas estan fuertemente codificados. La capacidad
de las sustancias de abuso para aumentar la sefalizacion de DA y la
sefalizacion de otros sistemas de neurotransmisores involucrados en el
aprendizaje y la memoria explican esta capacidad frecuentemente mencionada

de las drogas para "secuestrar” los sistemas cerebrales normales (63-65).
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Durante el periodo inicial de consumo de drogas se forman recuerdos
débiles relacionados con el consumo que pueden volverse mas fuertes cuando
el uso es repetido y sobre todo cuando el consumo se vuelve compulsivo. Sin
embargo, la mayoria de las personas que padecen una adiccién eventualmente
reconocen que tienen un problema y dejaran de consumir durante un tiempo.
Desafortunadamente, la mayoria de las personas en algun momento recaen y
finalmente sufren multiples ciclos de abstinencia y recaida a lo largo de sus
vidas. En este punto, los fuertes recuerdos sobre las personas, los lugares y las
cosas (es decir, las sefales) asociadas con el uso de drogas pueden inducir
antojo o "falta" de drogas que promueven la recaida (66) (52). Ademas, estas
sefiales también pueden iniciar los comportamientos habituales subconscientes
asociados con la obtencién y el consumo de drogas, que aumenta aun mas la
probabilidad de recaida (67). Por tanto, el tratamiento exitoso de los trastornos
adictivos puede requerir un enfoque que aborde los cambios neurobiol6gicos
en los sistemas de aprendizaje y memoria que se producen como parte del

proceso adictivo.

Una caracteristica de los trastornos adictivos es que el uso de
sustancias se vuelve mas importante que las relaciones interpersonales, el
trabajo u otras actividades. Se ha planteado la hipétesis de que este cambio en
la eleccion de las drogas sobre las recompensas naturales puede estar
parcialmente mediado por la fuerza competitiva de los recuerdos asociados con
las drogas, que eclipsaria los recuerdos asociados con otras recompensas. Por
lo tanto, se podria predecir que las memorias asociadas a drogas se codifican
mas fuertemente o se recuperan mas facilmente que otras formas de memoria,
hecho que se ha comprobado en la actualidad. Sin embargo, existen varias
pruebas indirectas que apoyan dicha hipotesis. Por ejemplo, en un estudio que
compara la respuesta cerebral de individuos que usan cocaina con los
controles, cuando se enfrentan a un estimulo sexualmente excitante versus un
estimulo de cocaina, los individuos que usan cocaina mostraron una respuesta
muy disminuida al estimulo sexual en relacion con los controles, pero
mostraron una activacion cerebral robusta cuando se presenta con un estimulo
asociado a la cocaina (68). Por lo tanto, los recuerdos asociados con la

cocaina pueden ser tan fuertes que eclipsan los de las recompensas naturales.
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Tradicionalmente, la adquisicion, la consolidacion y la recuperacion se
han considerado las tres piedras angulares del proceso de aprendizaje y
memoria. Sin embargo, mas recientemente, la investigacion ha examinado qué
sucede con los recuerdos durante y después de la recuperacion. Varios
estudios han establecido que durante el proceso de recuperacion de
informacion del almacenamiento a largo plazo, la memoria se “desestabiliza”.
Es decir, los mecanismos moleculares que soportan la memoria se reactivan y
la memoria se vuelve inestable y labil. Una vez que la memoria se
desestabiliza, se restaura o se "reestabiliza" en la memoria a largo plazo en un
proceso denominado reconsolidacion, que requiere muchos de los mismos

mecanismos moleculares esenciales para la consolidacién inicial.

Como se ha comentado anteriormente, la formacion de recuerdos
adictivos de drogas refleja la usurpacion de los procesos de aprendizaje y
plasticidad que normalmente subyacen al aprendizaje de las asociaciones entre
los estimulos ambientales y reforzadores naturales. La consolidacion de los
recuerdos asociados a las drogas y la plasticidad asociada a la adiccion ha sido

revisada previamente por distintos autores (69, 70).

Entre las estructuras neuronales claves en la memoria y aprendizaje
relacionadas con la adiccion se encuentran la amigdala, el hipocampo, el NAc
y la PFC. La PFC lleva acabo funciones ejecutivas, de habilidad y aptitudes
para la evaluacion y la toma de decisiones y también esta relacionada con la
memoria de trabajo y adaptacion al medio. Actualmente se sabe que en los
procesos adictivos esta area se inhibe y puede llevar a una pérdida del control
sobre la conducta. La BLA estd implicada en la memoria emocional y el
hipocampo juega un papel de mediacion entre la generacion y recuperacion de
recuerdos, muy importante para la consolidacién de la memoria a corto y sobre
todo a largo plazo, contextual, espacial y en menor medida emocional. La
amigdala y el hipocampo funcionan sinérgicamente para formar memoria a
largo plazo (71). El conocimiento del circuito neuronal especifico entre la

amigdala y el hipocampo nos ayuda a comprender los mecanismos cerebrales
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de los recuerdos regulados por las emociones y conocer los trastornos de la

memoria asociados a las emociones en los adictos (Fig. 6).

1.3.2 Estrés, memoria y recaidas en el consumo

Existe una relacién entre los procesos de memoria, estrés y adiccion.
Diferentes modelos animales sugieren la existencia de una interaccion entre el
estrés y los comportamientos de busqueda y consumo de drogas (72). Asi, se
ha comprobado que tanto el estrés agudo como el crénico aumentan el
consumo de psicoestimulantes, opioides y alcohol. Ademas, el estrés restaura
la busqueda de droga en animales que habian extinguido previamente la
conducta de abuso (73). Con respecto a los circuitos neuronales implicados en
este proceso, cabe destacar que un tipo de estrés, como es el social, aumenta
la actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA, que se ve reflejado en
aumento de liberacion de DA en el NAc. Se ha podido comprobar que el VTA
es requerida para la recaida de la conducta de la busqueda de drogas inducida
por estrés (73). En el VTA convergen una serie de areas esenciales para el
restablecimiento de la conducta adictiva, como el BNST, amigdala, hipocampo
y PFC, dato que sugiere que el VTA puede ser un area crucial en los procesos

de estrés y consumo de drogas (73).

Por otro lado, en el contexto del estrés, es importante destacar el papel
del eje HHA, y la consecuente liberacion de glucocorticoides, asi como de CRF.
El estrés, que activa el eje HHA, potencia los circuitos mesocorticolimbicos de
recompensa, mediante la liberacion de glucocorticoides que estimulan VTA y
por tanto la liberacion de DA. Existen receptores especificos para
glucocorticoides en diferentes areas cerebrales; como amigdala, hipocampo,
etc., en estructuras altamente relacionadas con los procesos de memoria y
adiccion (8). Asi mismo, las experiencias estresantes y emocionales activan los
sistemas hormonales y cerebrales que crean fuertes recuerdos (74, 75). Una
amplia evidencia indica que la activacion noradrenérgica de la BLA inducida por
una excitacion emocional, esta crucialmente involucrada en el fortalecimiento

de la consolidacion de la memoria a largo plazo (74), pero también juega un
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papel critico para permitir los efectos potenciadores de las hormonas del estrés
suprarrenal (adrenalina y glucocorticoides) y también NA en la consolidacion de
la memoria (76-78). Muchos estudios previos han investigado cémo dicha
activacion de la BLA mejora la consolidacion de la memoria al influir en la
plasticidad neuronal y los procesos de almacenamiento de informacion dentro
de regiones especificas, como el hipocampo (74, 79-81). La evidencia
acumulada de los estudios de activacion cerebral indica que las condiciones
excitantes aumentan la activacion de redes neuronales a gran escala (82, 83) y
también afectan numerosas interacciones funcionales entre regiones

cerebrales mas alla de la amigdala (84).

Las recaidas constituyen el principal problema clinico de la adiccion a
sustancias de abuso, tanto por su frecuencia -la gran mayoria de los adictos
recaeran en algin momento de su vida- como por la morbimortalidad que
asocian. Cuando un sujeto consume una sustancia de abuso por primera vez,
se produce una hiperactivacién de la via mesocorticolimbica, que desemboca
en una sensacion extremadamente placentera debida a la liberacidén y acciones
de la DA en el NAc. La repeticion progresiva de dicha accion provoca que las
experiencias positivas asociadas al consumo queden almacenadas en la
memoria a largo plazo, como consecuencia de cambios estructurales que
tienen lugar a nivel de las dendritas de diversas areas del sistema limbico
-como en hipocampo-, asi como de la modificacion de sinapsis -mediante la
potenciacion a largo plazo (LTP) y depresién a largo plazo (LTD)- (procesos de
neuroplasticidad) (85). Todo ello resulta en el aprendizaje y memorizacién de
los efectos positivos derivados del consumo de la droga, que pasa a ser la
principal motivacion del adicto, mientras que el resto de estimulos cotidianos
pasan a un segundo plano y dejan de producirle placer alguno (16). Asi pues,
existe un alto grado de solapamiento entre los procesos neurobiologicos

subyacentes al aprendizaje y aquellos relacionados con la adiccion (86).

Experimentalmente, el modelo de extincion-restauracion ha sido utilizado
en el estudio de las recaidas en animales. Este modelo trata de eliminar la
asociacion entre estimulo condicionado ambiental y estimulo no condicionado-

sustancia de abuso-, disminuyendo los comportamientos de busqueda de
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droga (27). Sin embargo, este nuevo aprendizaje no suprime ni sobrescribe la
memoria previamente adquirida, sino que simplemente se olvida, por lo que a
través de determinados estimulos externos ambientales o internos -estrés- se

puede producir una restauracion -recaida- de la conducta de abuso (54).

En todo este proceso de aprendizaje y memoria juega un papel central la
BLA, principal regulador e integrador de los efectos del estrés y otras
emociones en la memoria. Los distintos neurotransmisores asociados al estrés
permiten la consolidacion de la memoria a través de acciones que implican a

esta estructura (39) y a otras muchas areas limbicas (Fig.7).
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Figura 7. Relacion entre estrés y memoria. La accién de los glucocorticoides, adrenalina y NA, a través
de la BLA, permiten la formacion y almacenamiento de memoria en el hipocampo. Modificado de (29).

Otra estructura involucrada en los procesos de aprendizaje y memoria es
el hipocampo. El giro dentado hipocampal (DG), que recibe multiples aferencias
a través de la corteza entorrinal, desempefia un papel primordial en dichos
procesos. Una de estas aferencias es la transmisiéon dopaminérgica procedente
de VTA, que en esta region es fundamental para la induccién de LTP (87).

Ademas, una peculiaridad del DG es que es una de las pocas regiones
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cerebrales donde se sigue produciendo neurogénesis en la edad adulta (88,
89). Estudios recientes han propuesto que dicha capacidad favoreceria la
accion de la cocaina sobre los procesos de aprendizaje condicionado, pues se
trata de neuronas todavia inmaduras altamente sensibles a neurotoxicos (90).
También ha sido propuesto que las alteraciones estructurales a este nivel (del
hipocampo) mediadas por metanfetamina juegan un papel fundamental en las
recaidas a dicha sustancia (91).

Actualmente es conocida la existencia de un intercambio de informacion
o cross-talking entre la BLA y el DG (Fig.6), de forma que se regulan
reciprocamente (39). Ambas regiones contienen diversos tipos de neuronas, si
bien cuantitativamente destacan las glutamatérgicas. La exposicion a
sustancias de abuso altera la transmision glutamatérgica (92), la cual, a través
de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), regula a una quinasa
denominada mTORC-1 que mas adelante ser4 comentada (93). También se ha
identificado que la sefalizacion glutamatérgica postsinaptica es el mecanismo
responsable de regulacion de la recuperacion de recuerdos asociados a
sefales externas o drug-cue memory (94), por lo que dicho neurotransmisor
podria estar implicada en las recaidas. No obstante, los mecanismos
neurobiolégicos que subyacen en los procesos de memoria y aprendizaje no

estan totalmente establecidos.

1.4. Adiccién a cocaina

La cocaina es una de las drogas ilegales adictivas mas potentes, por ser
un fuerte estimulante del SNC (95); es altamente consumida, produciendo
graves consecuencias organicas, psiquiatricas y sociales, lo que supone un

importante problema de Salud Publica (96).

La recaida en su consumo es uno de los problemas mas dificiles en el
tratamiento de su adiccion, por lo que el estudio para identificar los

mecanismos neurobiolégicos que subyacen en la misma, es un paso critico
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para el desarrollo de tratamientos efectivos para prevenirla (12). Por tanto, hay
una clara necesidad de investigacion innovadora dirigida a identificar nuevos

mecanismos neurobioloégicos subyacentes.

La cocaina es una droga nativa de las tierras altas andinas de América
del Sur, siendo Colombia su principal pais productor (97). Los nativos de esta
regibn mastican o preparan hojas de coca en té para refrescarse y aliviar la
fatiga, similar a las costumbres de masticar tabaco y beber té o café en otras
culturas (98). La cocaina pura se aislo por primera vez en la década de 1880 y
se usO por primera vez como anestésico local en cirugia ocular. Fue
particularmente util en la cirugia de nariz y garganta debido a su capacidad
para proporcionar anestesia y contraer los vasos sanguineos, lo que limita el
sangrado. La cocaina era legal y ampliamente utilizada en los Estados Unidos
a finales del siglo XIX y era un ingrediente principal de la Coca-Cola original
(99). Después de ser ilegalizada, de nuevo su popularidad comenzé en
Estados Unidos en la década de los 70 y 80 cuando su consumo empezo a ser
tan extendido que su adiccién fue considerada como una epidemia. La lucha
contra esta droga en este pais hizo que gran parte de su distribucion se
desviara hacia Europa en torno al afio 2000 (100). En concreto, Espaia se
convirti6 en uno de los paises distribuidores para su contrabando al mismo
tiempo que de los mas consumidores de Europa, pues segun el dltimo informe
del Observatorio Europeo sobre drogas de 2019 (7), es la segunda droga mas

consumida tras el cannabis, sobre todo en adultos jovenes.

1.4.1 Mecanismo de accion de la cocaina

La cocaina es un alcaloide que se obtiene de las hojas de un arbusto de
la especie Erythroxylum coca. Su gran capacidad de absorcion a travées de las
mucosas hace que las principales vias de administracion sean oral, nasal,
intravenosa y pulmonar (101). De este modo esta sustancia pasa directamente
al torrente circulatorio, atravesando con facilidad la barrera hemato-encefalica
(BHE) llegando asi al SNC, donde ejerce su accion principal actuando como
simpaticomimético de accién indirecta impidiendo la recaptacién presinaptica
de DA y NA, mediante el bloqueo de los transportadores de la DA (DAT) y NA
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(NET), produciendo asi un aumento de ambos neurotransmisores en la
hendidura sinptica (102, 103) de distintas estructuras del sistema limbico,
como el nucleo NAc (Fig.8). El aumento masivo de la biodisponibilidad de DA
en la hendidura sinaptica hace que se alcancen niveles suprafisiolégicos, que
conllevan a una activacion de los receptores postsinapticos en NAc, mediando

la euforia que se produce tras el consumo.

Por otra parte, otros efectos farmacologicos de esta droga se deben al
aumento de NA, a nivel periférico como es el incremento de la tension arterial,
midriasis, sudoracién (mediados por receptores a-1 adrenérgicos) asi como el
aumento del rendimiento en las tareas de vigilancia y estado de alerta, una

sensacion de autoconfianza, euforia y estado de bien estar (103).

DA
Autoreceptor

Figura 8. Mecanismo de accién de la cocaina. Modificado de (104)

1.4.2 Manifestaciones clinicas y toxicidad de la cocaina

Las manifestaciones clinicas se deben a la accion de esta droga sobre
distintos 6rganos, SNC y aparato cardiovascular fundamentalmente (Tabla
1);(105). Mas de 20 mg inyectada o esnifada es potencialmente mortal, sin
embargo por via oral se necesitaria en torno a 1 gramo o0 mas. Se estima que la
DL50 esta en torno a los 2 gramos, pero las personas con una adiccién cronica

pueden tolerar hasta 10 gramos al dia sin presentar toxicidad.
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Se debe sospechar la existencia de sobredosis en todo paciente joven
que consulte por ansiedad, agitacion, palpitaciones, etc. y que presente
midriasis, sudoracion, taquicardia e hipertension arterial. Ademas, hay otros
aspectos importantes a tener en cuenta en la orientacion diagndstica, como la
presencia de atrofia 0 ausencia de tabique nasal, lo que indicaria que podria
tratarse de un consumidor crénico por via nasal; presencia de marcas de
quemaduras o areas hiperqueratosicas en la yema del pulgar, lo que indicaria
un posible consumo de pipa de crack. Ante manifestaciones clinicas muy
graves, hay que descartar mediante radiografia de abdomen que el paciente

sea un transportador (body-packer o body-stuffer) (106).

Uno de los problemas mas dificiles de detectar y que es muy frecuente,
son los problemas relacionados con la adulteracién de la cocaina. La sustancia
mas empleada es el levamisol (antihelmintico) que puede producir
agranulocitosis, leucoencefalopatia o vasculitis cutanea. Otras sustancias
empleadas en menor medida son el clenbuterol (agonista B-adrenérgico) y
fentanilo (107-110).

En el caso de mujeres embarazadas, una sobredosis se asocia con

desprendimiento de placenta.
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ORGANO DIANA MANIFE STACIONES CLINICA {mas caracteristica)

Agitacion, ansiedad y/o crisis de panico,
midriasis, mioclonias v movimientos

SNC LEE coreoatetdsicos, psicosis con rasgos
_ paranoides, conducta violenta
i :ﬁ:‘
Faresia motora, afasia, focalidad neurologica,
SR E crisis convulsiva, status convulsivo, coma
LEVE FPalpitaciones, hipertension, taguicardia sinusal,
CARDIOVASCULAR arritmia supraventricular
#ﬁ Sindrome coronario agudo, arritmia ventricular
q GRAVE maligna (riesgo de parada cardiaca),
hipotension, shock cardiogénico
RESPIRATORIO LEVE Hemoptisis, neumotarax, neumomediasting !

neumopericardio

n GRAVE Edema aguda de pulman no cardiogénico,

tromboembolismo pulmonar

Rabdomiolisis (frecuente), hipertermia,
OTROS GRAVE isguemiaintestinal y hepatica, oligoanuria,
fracaso multiorganico

Tabla 1. Principales 6rganos afectados por el consumo de cocaina. Modificado de (32).

La cocaina se metaboliza, en parte, en el plasma a través de la enzima
pseudocolinesterasa. La mayor parte de la droga es metabolizada en el higado
dando lugar a norcaina y benzoilecgonina, metabolitos activos que se excretan
por la orina (111). En caso de consumo simultaneo de cocaina y alcohol etilico,
se forma cocaetileno, un metabolito que es mas toxico para el cerebro y
corazén que la cocaina por si sola. Es posible verificar el consumo de esta
droga mediante orina (método mas utilizado), saliva, sangre, cabello o

sudoracién (112).
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1.5. Ruta de sefalizacion mTORCL1: relacion con los procesos

adictivos

La diana de rapamicina en células de mamifero o mTOR -por sus siglas en
inglés, mammalian target of Rapamycin- es una proteina de la familia
fosfoinositol-3-quinasa (113) que forma parte fundamental de dos complejos
proteicos: mMTORC-1 y mTORC-2. Si bien ambos han sido implicados en el
proceso de la adiccion (114), mTORC-1 parece tener una mayor relevancia.

El conjunto de proteinas que constituye el complejo mTORC-1 se
encuentra ampliamente regulado aguas arriba por mdltiples mediadores
celulares acoplados a diversos receptores -como el receptor D3 dopaminérgico
(D3R) y los receptores NMDA de glutamato (93)- entre los que destacan ERKj,
y PI3K/Akt, ambos activadores del complejo mTORC1 (115). Un estudio
reciente mostré que los D3R activan Akt, que en paralelo activa la sefalizacién
MTOR/p70S6/4E-BP1 (93). Aguas abajo, mMTORC1 activa multiples
mensajeros, tales como la proteina de unién 4E-BP y la p70-S6 protein-quinasa
(Fig.9) (116). Esta ultima ha sido particularmente estudiada, pues fosforila a un
sustrato -proteina ribosémica S6- que a su vez promueve la activacién de la
maquinaria ribosémica y sintesis de proteinas a nivel de las dendritas (85), lo
gue induce cambios a nivel de la plasticidad neuronal. Por ello, este complejo
se encuentra muy ligado a procesos de comportamiento, aprendizaje y
memoria, en los que la plasticidad neuronal se encuentra en la base de los

mismos (115).

Se ha comprobado que sustancias como la cocaina y el alcohol
producen una activacion de las vias ERKy; y PI3K/Akt a nivel de diversas areas
del sistema limbico (NAc, VTA, hipocampo...) que serian responsables, a
través de mTORC1, de parte de las modificaciones neuronales que ocurren en
animales de experimentacién adictos a dichas sustancias (115). Entre dichas
modificaciones tiene especial relevancia la induccion de LTP -donde es
fundamental la sintesis de novo de proteinas- y, consecuentemente, la
memoria a largo plazo (LTM), que juegan un papel clave en la adiccion y
recaidas (85).
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Se ha comprobado que en ratas que recuperaron recuerdos asociados al

consumo de alcohol después de un periodo largo de abstinencia, existia un

aumento en la expresion de mTORC1 a nivel del sistema limbico. Ante estos

resultados, se probd a inhibir mTORC1 mediante rapamicina (inactivador de

MTOR) inmediatamente después de exponerlos a la recuperacion de los

recuerdos (memory retrieval) y se observé que se interrumpia el proceso de

recaida (117). La relevancia de este hecho radica en que gran parte de las

recaidas son debidas fundamentalmente a la reexposicion a recuerdos ligados

al consumo de la sustancia de abuso, por lo que estos resultados sugieren que

la via mTORC1 se encuentra relacionada con los procesos subyacentes a las

recaidas tras un periodo

de abstinencia (118).
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1.6. Receptor dopaminérgico D3 (D3R)

Los efectos fisiologicos de la DA en el SNC estan mediados por 5 tipos

de receptores que se diferencian fundamentalmente por su distribucién por el
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SNC, su afinidad por DA y por el tipo de proteinas G a la que se encuentran
asociados. Se clasifican en dos grandes familias: receptores D1-like (D1, D5)
ambos acoplados a la proteina Ggy -acoplada positivamente a la adenilato
ciclasa (AC) y cuyo efecto es aumentar la concentracion de adenosina -3°,5
monosfosfato ciclico (AMPc) intracelular y activacion de proteina kinasa A
(PKA)- y receptores D2-like (D2, D3, D4) que se encuentran acoplados a la
proteina Gjq, -acoplada negativamente a AC cuyo efecto es disminuir la
concentracion de AMPc intracelular y modular negativamente la PKA y sus
efectores, como se observa en la Fig.10- (119) (120). Los receptores D1 y D5
tienen una localizacién preferentemente postsinapticos, mientras que los D2,
D3 y D4 se localizan mayormente a nivel presinaptico (8). De estos ultimos, D2
y D3 regulan a este nivel, tanto la liberacion de la DA almacenada en las
vesiculas sinapticas como al transportador DAT, encargado de su recaptacion
(80). Las funciones de los receptores D1, D2, D3 estan relacionadas con la
motivacion y recompensa, mientras D4 y D5 estdn mas relacionados con el

comportamiento de inhibicion (8).
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Figura 10. Vias de sefializacion intracelular de los receptores D2-like (D2, D3, D4).Tomado de (120).
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Por lo general los receptores D1 y D2 son diez veces mas abundantes
que el D3R. Los receptores D2 y D3 se encuentran tanto post como
presinapticamente, y en esta Ultima localizacion actian como autorreceptores,
regulando de forma inhibitoria la sintesis y liberacion de DA. Ambos subtipos
comparten un 79% de homologia en su secuencia de aminoacidos en las
regiones transmembrana, y practica identidad de los residuos de su sitio de
union. En cuanto a afinidad, los D3R poseen una alta afinidad por DA (420
veces mayor que la de los receptores D2) (121) y, a diferencia de los
receptores D2, pequefios cambios en su nimero o funcién pueden provocar
efectos dramaticos en la transmision sinaptica, lo que sugiere que los D3R
podrian ser criticos en la modulacién de la funcién dopaminérgica normal y, a
pesar de su localizacion, también de la cognicion. Ademas, en presencia de
sustancias de abuso (que elevan los niveles de DA) la ocupacion de este

receptor es superior a la de los receptores D1y D2.

Desde mediados del siglo pasado es bien conocido que las neuronas
dopaminérgicas estan involucradas diversos procesos como las emociones,
procesos cognitivos, la atencion y la memoria, el aprendizaje, la regulacion del
suefio o el sistema de recompensa y placer asi como el control del movimiento.
Por todo ello, la DA es un neurotransmisor muy distribuido por todo el SNC
(119) e implicado, a través de los receptores dopaminérgicos, en multiples
patologias tanto a nivel del sistema motor -Parkinson, sindromes
extrapiramidales secundarios a la utilizacion de neurolépticos, sindrome de
piernas inquietas- como a nivel cognitivo-conductual -trastornos psicoticos,

esquizofrenia y trastornos del control de impulsos-, entre otros (122).

El receptor D3R se encuentra de forma mas abundante en las areas del
sistema mesocorticolimbico del cerebro que se asocian con funciones
emocionales y cognitivas, por lo que actualmente ha destacado como una
posible diana en el estudio de los trastornos de la adiccion (123) representando
un enfoque principal en el disefio actual de farmacos y del desarrollo de
terapias para estados patologicos relacionados con la DA (124).
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1.6.1 Cascadas acopladas a D3R

Desde hace décadas existen antagonistas de los receptores D2/D3,
tales como el haloperidol o la clorpromacina, empleados fundamentalmente en
trastornos psicoticos, cuyo efecto principal se encuentra asociado
fundamentalmente al bloqueo de D2 (125), por lo que el interés en el D3R
siempre habia quedado relegado a un segundo plano. No obstante, diversos
estudios han puesto de manifiesto tres caracteristicas interesantes del D3R. En
primer lugar, se trata del receptor con mayor afinidad por la dopamina
enddgena, con una ocupacion del 95% tras el consumo de sustancias que
producen un aumento suprafisioldgico de los niveles de dopamina -respecto al
25% de ocupacion de los receptores D1 o D2- (126); en segundo lugar, su
distribucion aparentemente restringida a nivel del sistema limbico (119); y, por
ualtimo, su efecto activador de las vias PI3K/Akt y ERK3, asociadas a mTORC1,
ya mencionadas anteriormente (127). Los D3R mejoran la actividad de Akt, que
se ha asociado a un aumento de la arborizacion dendritica en las neuronas
dopaminérgicas de embriones de raton (128). La activacion de Akt regula la
actividad del mTOR y por tanto la plasticidad sinaptica y el procesamiento
cognitivo (93). Dicho efecto es consecuencia de que el D3R activaria a las
subunidades Gggy. Estos hallazgos permitieron plantear la posible relacion del
receptor D3 con la adiccion y las recaidas. A partir de esta hipotesis, se ha
comprobado, en modelos animales, que los antagonistas del D3R disminuyen
el craving y los comportamientos relacionados con la busqueda de droga tras
un periodo de abstinencia (122), la preferencia de lugar inducida por cocaina
(129), la motivacion para consumir drogas y el abuso de cocaina inducido por
el estrés (130). De esta forma, la dopamina jugaria un papel fundamental en los
procesos cognitivos de motivacion y en el procesamiento de la informacion
(131).

Ademas, estos D3R también parecen prometedores en el tratamiento de
patologias como la esquizofrenia, el temblor esencial, la enfermedad de
Parkinson y diversos trastornos del comportamiento (126), por lo que se trata
de un campo de investigacion actualmente en auge en el que aun es necesario

profundizar mucho mas.
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1.6.2 D3R y adiccion

Se ha demostrado que la exposicion a psicoestimulantes como la
cocaina produce un aumento de la longitud y nimero de dentritas, asi como del
area del soma de neuronas mesencefalicas dopaminérgicas (132). Estos
efectos en la plasticidad neuronal estan mediados por el D3R (133). Su amplia
distribucion en areas limbicas, -que sugiere que pueden desempefiar un papel
en las funciones cognitivas y emocionales-, junto con su implicacion en
propiedades de refuerzo de los psicoestimulantes, los convierten en una
posible diana farmacoldgica para el tratamiento de los trastornos neurol6gicos y
psiquiatricos ya que potencialmente podrian estar desprovistos de los efectos
secundarios del subtipo de receptor D2 clasico, como son los efectos sobre las
funciones motoras, efectos extrapiramidales y aumento de la liberacion de
prolactina (134). Esta hipotesis ha llevado a desarrollar ligandos selectivos del
receptor D3. En este contexto, existe una evidencia cada vez mas constatada
de que los antagonistas del D3R podrian ser agentes antipsicéticos efectivos y
también podrian estar involucrados en la sensibilizacion conductual, con

potencial eficacia en el tratamiento del abuso de drogas (124, 135).

Aungue su funcion fisiologica aun no se comprende completamente, los
dimeros u oligdbmeros del receptor tienen consecuencias importantes sobre la
union del ligando, la activacion de las vias de sefalizacion y el tréfico celular.
Estos complejos, que muestran propiedades diferentes de las encontradas para
cada mondémero individual, pueden modificar la accién de la propia DA y de
diferentes agonistas y antagonistas (136). En particular, los D3R pueden formar
homodimeros o heterodimeros con receptores D1 o D2 (137). Se ha descrito
que los heterodimeros D1-D3 poseen diferentes niveles de activacion
mediados por el receptor D3 en los receptores D1, y esto haria interesante
investigar las diferencias en el perfil farmacol6gico de varios agonistas D1. Los
heterodimeros D1-D3 representan una unidad funcional importante en el
cerebro y se consideran objetivos prometedores para los trastornos
neuropsiquiatricos, incluida la enfermedad de Parkinson y la drogadiccion
(137). Por tanto, la participacion selectiva de los D3R en circuitos neuronales

cruciales que controlan eventos motivacionales, desencaden¢ la identificacion
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del antagonismo selectivo del receptor D3 como una estrategia terapéutica
factible contra la adiccion (138). Esta percepcién se confirmd aln mas por
diferentes evidencias que destacan los cambios de plasticidad en los sujetos
drogadictos, como el aumento de la densidad del receptor D3 en adictos a
cocaina y los consumidores de otras drogas, como la metanfetamina (139). La

adiccion a cocaina representa un factor de riesgo para la esquizofrenia (140).

En analogia con esta observacion, los pacientes esquizofrénicos
muestran una alta incidencia de abuso de drogas, incluida la cocaina. Basado
en el interés que los D3R generaron como un objetivo terapéutico para el
tratamiento de diferentes trastornos neurolégicos y abuso de drogas, en las
tltimas dos décadas han dedicado muchos esfuerzos al desarrollo de
antagonistas de estos receptores. Con respecto a ellos, se propuso un modelo
de farmacoforo, definido por Paul Ehrlich en 1909 como «una unidad central
molecular que transporta los rasgos esenciales responsables para la actividad
biolégica» de una droga. Por tanto, el conocimiento de esta region posibilita el
disefio y desarrollo de farmacos sintéticos (141) (Fig.11) basado en la
estructura de una serie de antagonistas caracterizados por un grado diferente
de selectividad para D3 frente al subtipo de receptor D2, homélogo cercano
(142). El modelo consiste en un resto arilo (Arl) unido a un grupo amida, un
espaciador de longitud apropiado (generalmente cuatro unidades de metileno)
unido a un resto basico muy frecuentemente representado por un sistema de

arilpiperazina (143).
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Figura 11. Modelo de ligandos de receptores D3. Tomado de (124).
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En las ultimas dos décadas se han desarrollado numerosos antagonistas
de D3R selectivos (0 agonistas parciales), entre los que podemos destacar dos.
En primer lugar, BP897, la primera molécula sintetizada. Se trata de un potente
ligando del receptor D3 (Ki = 0,92 nM), con una selectividad de 70 veces frente
a los receptores D2. Aunque se comportd como agonista parcial para los
receptores D3, no estaba dotado de actividad intrinseca e inhibia potentemente
los efectos agonistas de DA en la velocidad de acidificacion inducida por el
agonista o el aumento de la union de GTP,S. Este compuesto desperté un gran
interés, ya que se demostré reducir el comportamiento de bisqueda de cocaina
en ratas sin producir refuerzo por si mismo, destacando y respaldando el papel
del D3R para el tratamiento del abuso de cocaina. En segundo lugar,
destacamos la aparicion en 2005 del compuesto SB-277011-A, utilizado en el
presente estudio, (Fig.12). Se trata de un antagonista del D3R que atraviesa la
BHE, de alta afinidad y selectividad 100 veces mayor que sobre el receptor D2
y sobre otros 60 receptores, enzimas y canales ionicos (144).
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Figura 12. Antagonista selectivo de receptores D3, SB-277011-A.Tomado de (124)
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la actualidad, uno de los problemas principales que existe en el
tratamiento de la adiccidbn a cocaina es conseguir que el adicto se mantenga
prolongadamente en estado de abstinencia, ya que tanto los contextos
ambientales relacionados con el consumo, como aquellas situaciones
cotidianas que resultan emocionalmente negativas para el sujeto, a menudo
desencadenan la recaida en el consumo, sin que existan en la actualidad
terapias efectivas para evitarlas. Un factor que aumenta de forma significativa
el riesgo de recaidas es el estrés. Por ello, el conocimiento de la relacién
existente entre estrés y consumo de drogas en general, y en nuestro estudio en
particular, de cocaina, asi como de las bases neurobiologicas de dichas
recaidas, suponen los mayores retos a los que nos enfrentamos para conseguir

un tratamiento efectivo de las adicciones.

Puesto que en los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto la relacion
entre D3R y los procesos adictivos, los objetivos de este trabajo han sido los

siguientes:

1. Determinar la posible implicacion del D3R en las recaidas
(reinstatement) en la CPP (busqueda de la droga - drug-seeking)
inducidas por la administracion de dosis pequefias de cocaina
(priming) y por distintos tipos de estrés (estrés social, inmovilizacion y
dolor) en animales que habian extinguido la CPP (mediante el uso del
modelo extincién-recaida). Para ello hemos investigado el efecto del
pretratamiento agudo con diferentes dosis del antagonista selectivo
del D3R SB-277011-A, sobre dichas recaidas. Adicionalmente, y
puesto que las situaciones estresantes producen importantes efectos
sobre el aprendizaje y la memoria, pueden promover el inicio del
consumo de drogas y desencadenar una recaida en sujetos en
abstinencia, se cuantificaron los niveles de corticosterona plasmatica
(como marcador de la respuesta al estrés) tras las recaidas inducidas

por los estimulos anteriormente referenciados, asi como el efecto del
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pretratamiento con el antagonista D3R sobre la liberacion de

corticosterona.

2. Dilucidar algunos de los mecanismos neurobiolégicos involucrados en
las recaidas en el comportamiento adictivo y que subyacen en la
restauracion de las memorias de recompensa asociadas al consumo de
cocaina en el circuito dopaminérgico VTA-NA shell, y caracterizar el
mecanismo por el que el bloqueo del D3R modula dicho
comportamiento. Para ello, y mediante el uso del paradigma CPP y el de
extincion-recaida, se han determinado las modificaciones que ocurren
en NAc shell, en la expresion DAT y D3R, factores que regulan la
neurotransmision dopaminérgica, tras las recaidas en la CPP tras un
periodo de abstinencia, inducidas por i) una sesion aguda de SD vy ii) un
priming de cocaina. Posteriormente se estudié el efecto del
pretratamiento agudo con diferentes dosis del antagonista selectivo del
D3R SB-277011-A, sobre la expresion de DAT y D3R. Ademas, y puesto
gue recientemente se ha propuesto que el D3R no solo regula el cAMP
intracelular mediante la activacion de Gj,, Sino que también regula otras
vias de sefializacién, que incluyen MEK-ERK, PIK3-Akt y mTOR, las
cuales se encuentran intimamente relacionadas con la modulacion del
comportamiento relacionado con el estado de &nimo, asi como con las
LTM, en este estudio hemos cuantificado las modificaciones en
expresion de las proteinas Akt y mTORC activadas (fosforiladas) en NAc
shell tras las recaidas inducidas por SD y por un priming de cocaina.
Paralelamente se realizO un estudio cualitativo mediante
inmunofluorescencia para determinar si Akt se expresaba en las

neuronas GABAeérgicas del NAc shell (medium-spiny neurons-MSN).

Puesto que las drogas usurpan los circuitos neuronales de aprendizaje y
memoria mediante sus acciones, directas o indirectas, sobre multiples sistemas
de neurotransmision y vias de sefalizacion, el presente estudio también se ha
enfocado en dos éareas limbicas claves en dichos procesos de memoria y
aprendizaje condicionado, asi como en los procesos adictivos, como son la

amigdala basolateral (BLA-memoria emocional) y el giro dentado hipocampal
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(DG-memoria contextual y espacial). Ademas, la BLA interactia con el
hipocampo, contribuyendo ambos a la consolidacion y recuperacion de la
memoria espacial y contextual, las cuales son procesadas finalmente por el DG
hipocampal. Por otra parte, la adiccidon se asocia con cambios a largo plazo de
la plasticidad neuronal, causados frecuentemente por alteraciones en los
procesos de sintesis proteica. En base a estos dados, nuestro siguiente
objetivo fue:

3. Estudiar las posibles modificaciones de algunos marcadores
dopaminérgicos, asi como la activacion de la via de sefializacion PI3K-Akt-
mMTOR en BLA and DG, durante las recaidas en la CPP inducidas por un
episodio de estrés social y por un priming de cocaina. Para ello, y tras el
uso del paradigma CPP y el de extincion-recaida, se han determinado las
modificaciones que ocurren en la expresion DAT y D3R en BLA y DG.
Paralelamente se ha estudiado i) la posible activaciéon -fosforilacién- de la
proteina ribosomal S6 (pS6), diana de mMTORC1, en las neuronas
glutamatérgicas de BLA y DG, tras las recaidas inducidas por cocaina o
estrés social; y ii) Los efectos de la administracion del antagonista selectivo
del D3R, SB-277011-A, en la expresion de pS6 en animales sometidos a un
episodio de estrés social 0 a un priming de cocaina. Ademas, y mediante
inmunomarcaje se estudid la expresion de las siguientes proteinas: i) pS6
(S6 fosforilada o activada), producto de la activacion de la via de mTORC1
que interviene en las primeras etapas de los procesos de traduccién
-sintesis proteica- y en la expresidn génica, procesos implicados en
modificaciones estructurales y funcionales a nivel dendritico; i) D3R,
subtipo del receptor dopaminérgico que regula la cascada de sefalizacion
de mTORCY1,; iii) GLS2, isoforma de la enzima glutaminasa, que cataliza la
desaminacion de glutamina y por tanto genera la sintesis de glutamato,
siendo pues considerada como marcador de neuronas glutamatérgicas en
el cerebro; y iv) GAD (glutamato decarboxilasa), marcador de neuronas
GABAérgicas. Para evidenciar la posible implicacion del D3R en dichas
modificaciones, se estudiaron los mismos parametros en animales
pretratados (previamente a la induccién de las recaidas) con el antagonista
del D3R, SB-277011-A.
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En conjunto, nuestra finalidad ultima ha sido, a través del estudio y
comprension de los mecanismos neurobioldgicos relacionados con la
adiccion, contribuir a la busqueda de terapias farmacoldgicas que eviten las

recaidas en la adiccidn a cocaina.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Todos los procedimientos quirdrgicos y experimentales se realizaron de
conformidad con la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea de 22 de
septiembre de 2010 (2010/63/UE), y fueron aprobados segun el RD 53/2013
por el Comité local de investigacion animal (Comité de Etica y Experimentacion
Animal; REGA ES300305440012). Los protocolos fueron disefiados para
minimizar el numero de animales de experimentacion y minimizar su
sufrimiento. A su llegada, los ratones macho de la cepa C57BL/6 (Charles
River, Laboratories France), con una edad de 6 semanas, se mantuvieron en
una habitacion con temperatura (22 + 2°C) y humedad (50 + 10%) controladas,
con acceso a agua y comida ad libitum. Los animales se adaptaron a un ciclo
inverso de luz-oscuridad de 12 horas (luces apagadas: 08:00 h - 20:00 h)
durante 7 dias antes del comienzo de los experimentos. Los ratones fueron
alojados en grupos de cuatro en jaulas de plastico (largo: 25 cm; ancho: 25 cm;
alto: 14,5 cm) durante 10 dias o durante 1 mes (n = 8; utilizados como
oponentes no agresivos en la prueba de interaccion social). Los animales
utilizados para el experimento de la CPP se manipularon 5 minutos diarios
durante 5 dias antes del comienzo de los experimentos. Los ratones utilizados
como oponentes agresivos (n = 22) fueron alojados individualmente en jaulas
de plastico (largo: 23 cm; ancho: 13,5 cm; alto: 13 cm) durante el mes previo a

los experimentos para inducir una mayor agresividad (145).

3.2. Estudios conductuales

3.2.1 Preferencia condicionada de lugar (CPP)

La CPP constituye un paradigma de condicionamiento pavloviano
similar a la conducta de busqueda de drogas en humanos (146) y se emplea en
el estudio de los efectos motivacionales y de recompensa de las sustancias de

abuso, entre ellas la cocaina. Con este procedimiento, los animales se
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entrenan para asociar un ambiente determinado cuando reciben las
inyecciones de droga. La capacidad de los estimulos asociados con la droga
para inducir el deseo intenso y la recaida en el comportamiento de busqueda
de la droga es uno de los mecanismos por los cuales la adiccion perdura y se
mantiene a lo largo del tiempo (147). Por tanto, el procedimiento de la CPP nos
permite estudiar las caracteristicas de recompensa o incentivas de las drogas
en animales libres de éstas, al evaluar el tiempo que pasan en un ambiente
previamente asociado con los efectos de la sustancia de abuso. Esta prueba
representa una herramienta Gtil para evaluar la sensibilidad individual a las

caracteristicas motivacionales de las sustancias adictivas.

Para llevar a cabo este experimento comportamental de la CPP se utilizd
un aparato (Fig.13) que consistia en dos compartimentos de policarbonato
(largo: 20 cm; ancho: 18 cm; alto: 25 cm) separados 4 cm entre ellos y
accesibles desde un pasillo rectangular de cloruro de polivinilo (largo: 20 cm;
ancho: 7 cm; altura: 25 cm). Los tres compartimentos se distinguian al poseer
texturas diferentes al tacto y diferentes sefiales visuales. Un compartimento
tenia paredes blancas con lineas diagonales grises y suelo liso de color negro.
El otro compartimento tenia paredes blancas con puntos negros y suelo rugoso
de color gris, de forma que los animales pudieran distinguirlos. El pasillo neutro
que proporcionaba acceso a los compartimentos era de paredes y suelo
transparentes para minimizar el tiempo que los ratones pudieran pasar en él. El
tiempo que los ratones permanecian en cada uno de los compartimentos fue
registrado para cada ratbn de forma automatica mediante un sensor
transductor de peso y el software PPCWIN (CPP Win 2.0 Panlab, Barcelona,
Espafa), que permite la deteccion y el analisis de la posicion del animal a lo
largo de la prueba y el registro del nimero de entradas en cada compartimento
(Fig.13).
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Figura 13. Aparato de preferencia condicionada de lugar. Modificado de (148).

El procedimiento conductual que se ha seguido en este estudio de la
CPP consta de tres fases: adquisicion de la CPP, extincion y restauracion o
recaida en la misma (149). Dicho proceso se encuentra esquematizado en la

siguiente figura 14 y descrito en el siguiente epigrafe.

ADQUISICION EXTINCION RESTAURACION O
RECAIDA
PRE-TEST |30min  CONDITIONING POST-TEST [ EXTINCTION | REINSTATEMENT
| D m Cocainel Saline ICocaineI Saline | g g | D
Saline |[Cocaine] saline |Cocaine Twice a week 48h | (15 min)

30 min 1 2 3 4 5 (for 7-8 weeks)

.

Figura 14. Fases de la CPP: adquisicion, extincion, restauracion o recaida.

3.2.1.1 Adquisicion de la CPP inducida por cocaina
Test de Precondicionamiento (Pre-C): esta fase se realizé durante un dia,
durante la cual cada raton fue colocado inicialmente en el pasillo central (area
neutral) con acceso abierto a los dos compartimentos, lo que les permitia

explorarlos libremente durante 15 minutos, y registrandose el tiempo que
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pasaban en cada uno de ellos. Esta fase permite reducir los efectos de
“busqueda de novedad” debido a la familiarizacion del lugar, buscando reducir

el estrés en la fase posterior de Post-C.

Los animales que mostraron una fuerte aversion no condicionada (<
33% del tiempo de sesién) o preferencia (> 67%) por cualquier compartimento
fueron descartados.

Después de la sesion, un compartimento fue elegido para ser asociado
con cocaina y el otro con solucion salina, de tal manera que dentro de cada
grupo la mitad de los animales recibieron el tratamiento en el lugar menos

preferido y la otra mitad en el mas preferido (contrabalanceo por preferencia).

Condicionamiento: la duracién de esta fase puede diferir en funcion de la
droga y el protocolo utilizado. Para el presente trabajo, se realizé diariamente

durante cuatro dias.

El &rea neutral no se utiliza en esta fase y es bloqueada por puertas de
guillotina que impidieron el acceso desde ambos compartimentos. En cada
grupo, la mitad de los animales recibieron la cocaina o solucién salina en un
compartimento y la otra mitad lo recibieron en el contrario. Los animales fueron
condicionados con 25 mg/kg de cocaina disuelta en soluciéon salina estéril
(NaCl 0.9%: 2,5 mg/ml). En los dias 1 y 3, los animales recibieron una
inyeccion de cocaina (25 mg/kg i.p.) inmediatamente antes de ser confinados
en el compartimento pareado con la droga durante 30 minutos y, después de
un intervalo de 4 horas, recibieron 1 ml/kg de solucion salina inmediatamente
antes del confinamiento en el otro compartimento asociado con el vehiculo,
durante 30 minutos (150). La dosis de 25 mg/kg de cocaina se seleccion6 en
base a estudios previos que demostraron que induce una CPP robusta (151,
152) . En los dias 2 y 4, los animales recibieron una inyeccion de solucién
salina antes de ser confinados al compartimento asociado con el vehiculo
durante 30 minutos y, después de un intervalo de 4 horas, recibieron cocaina
inmediatamente antes del confinamiento en el compartimento asociado con la

droga durante 30 minutos. Con ambos procedimientos el animal asocia 4 veces
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un determinado compartimento con la experiencia subjetiva (reforzante) de la

droga.

Test de Post-condicionamiento (Post-C): se realizd el dia 5, veinticuatro
horas tras la finalizacién del condicionamiento y exactamente como en la fase
de Pre-C, por lo que se registr6 el tiempo que cada animal, sin ningun

tratamiento, pas6 en cada compartimiento durante 15 minutos.

El score, es decir, la diferencia en segundos entre el tiempo de
permanencia de los animales en el compartimento asociado con la cocaina en
el test Post-C, menos el tiempo de permanencia en el test Pre-C, se utilizd
como medida del grado de condicionamiento inducido por la cocaina. Si esta
diferencia es positiva indica que la droga ha inducido preferencia por el
compartimento asociado con ella, mientras que lo opuesto indica la induccién

de aversion.

3.2.1.2 Extincion de la CPP

Los procedimientos de extincién proporcionan una medida de las
propiedades motivacionales de las drogas, hecho que viene reflejado por la
persistencia en la conducta de busqueda aun en ausencia de la misma.
Ademas, nos ayudan a determinar la importancia del incentivo motivacional de
los estimulos asociados con la droga, o de la administracién no contingente de
ésta, en la recuperacioén de la respuesta.

Las sesiones de extincion (ext) tienen como finalidad reducir la
asociacion que el animal ha aprendido entre el compartimento donde recibi6 la
droga y los efectos placenteros de la misma. Estas sesiones se realizaron dos
veces por semana (en dias no consecutivos) durante 7-8 semanas
(dependiendo del grupo) y consistieron en dejar a cada animal en el pasillo
central del aparato de CPP con acceso libre a cada compartimento durante 15
minutos, exactamente como en los test Pre-C y Post-C, hasta que el tiempo
pasado en el compartimento asociado con la droga para cada grupo de
animales fue similar al de la fase de Pre-C. Por tanto, el criterio de extincion fue
la ausencia de diferencias significativas (prueba t de Student) en el tiempo que
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pasé cada grupo experimental en el compartimento asociado con la droga
durante la prueba de extincibn con respecto a la prueba Pre-C. En
consecuencia, todos los animales de cada grupo se sometieron a la misma
cantidad de sesiones de extincion, independientemente de su valor de score
individual. Una vez alcanzado este criterio (Pre-C = ext), se realizé una nueva
sesion 48 horas mas tarde para confirmar la extincién. A continuacion, se inicio

la fase de restauracion o recaida.

3.2.1.3 Restauracion o recaida en la CPP:
Como ya se ha mencionado anteriormente, la recaida en la conducta de
bdsqueda de la droga tras un periodo de abstinencia representa uno de los

principales factores que conducen a la perpetuacion del ciclo adictivo.

El procedimiento utilizado en este trabajo simula las recaidas en las
conductas caracteristicas del consumo de droga en el humano. Puede ser
provocado, entre otros factores, por la administracion aguda de la droga
(priming) o por distintos tipos de estimulos estresantes, o que demuestra que
el proceso de extincion no elimina totalmente la asociacién entre estimulos
externos y los efectos placenteros de la droga. Dos dias después de la
ratificacion de la extincion, los animales recibieron una inyeccién priming de
cocaina, valordndose asi si dosis pequefias administradas no
contingentemente con los estimulos ambientales son capaces de inducir de
nuevo CPP, es decir, si provocan la restauracion del comportamiento de
busqueda. En otros experimentos, que se detallan a continuacion, los animales
fueron sometidos a distintos tipos de situaciones estresantes con el fin de

inducir la restauracion de la preferencia.

La prueba de restauracién de la preferencia o recaida (Post-reinst)
consistié en dejar a cada animal en el pasillo central del aparato de CPP con
acceso libre a cada compartimento durante 15 minutos, exactamente como en
los test Pre-C, Post-C y ext, para contabilizar el tiempo que pasan en cada

compartimento.
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3.2.2 Induccidn de estrés por derrota social (SDS), inmovilizacién o dolor

3.2.2.1 Estrés por derrota social (SD)

El estrés inducido por SD en animales previamente condicionados con
cocaina mediante CPP fue utilizado en este trabajo para evaluar el
restablecimiento de la CPP, ya que puede considerarse un tipo de estrés social
(146, 153). Para esto, los ratones experimentaron un encuentro agonistico con
derrota con un oponente agresivo (actitud que describe el comportamiento de
generar competencia directa minimizando las actividades del otro) de igual
edad y peso corporal que habia sido alojado individualmente en jaulas y que
tenia experiencia de lucha ya que previamente se le habia examinado su alto

nivel de agresividad.

Los ratones experimentales exhibieron comportamientos de
evitacion/huida y defensa/sumision después de sufrir el comportamiento
agresivo (amenaza y ataque) del oponente. Los ratones derrotados siempre
exhiben esta forma extrema de comportamiento sumiso en posicion vertical
(145). Estos encuentros duraron 15 minutos y tuvieron lugar en una jaula de
plastico transparente neutral (largo: 23 cm; ancho: 13,5 cm; alto: 13 cm). El
criterio utilizado para definir a un animal como derrotado fue la asuncion de una
postura especifica de derrota, caracterizada por una posicion sumisa erguida,
patas delanteras flacidas, cabeza inclinada hacia arriba y orejas retraidas
(153). Todos los ratones derrotados experimentaron niveles similares de
agresion debido a los comportamientos de ataque del oponente, que se
iniciaron inmediatamente después de ver al ratdn experimental (latencia < 30
segundos). No se observaron secuelas de comportamiento en controles o
ratones agresivos. Inmediatamente después de la derrota social, se realizo la
prueba de restauracion. Con el objetivo de demostrar la falta de efectos del
procedimiento en si, un grupo adicional se sometié a un encuentro agonistico
sin derrota (actitud que describe el comportamiento de no generar competencia
directa ignorando las actividades del otro) con un raton especifico que habia
sido previamente agrupado con otros (146). Dado que este tipo de oponente
nunca inicia el ataque, los ratones experimentales no sufren la experiencia de

la derrota, por lo que este tipo de encuentro agonistico sin derrota puede verse
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como una interaccion social normal entre dos animales con un nivel bajo y
similar de agresividad en el comportamiento. No se observo agresién durante
estos encuentros. Estos encuentros duraron 15 minutos y tuvieron lugar en una
jaula de plastico transparente neutral (largo: 23 c¢cm; ancho: 13,5 cm; alto: 13

cm).

3.2.2.2 Estrés por inmovilizacion

En este trabajo se utilizé el estrés inducido por un episodio agudo de
restriccion fisica de movimiento en animales previamente condicionados a
cocaina para evaluar el restablecimiento de la CPP. Para ello, los ratones se
colocaron durante 15 minutos en dispositivos cilindricos de plastico (2,5 cm de
diametro x 11,5 cm de longitud) con un orificio en uno de los extremos para

permitir la respiracion normal (Fig.15).

Figura 15. Dispositivo cilindrico utilizado en la induccién de estrés por inmovilizacion.

3.2.2.3 Estrés por dolor

En este trabajo se utilizé también el estrés inducido por un episodio
agudo de estres por dolor mediante pinzamiento de cola en animales
previamente condicionados a cocaina para evaluar el restablecimiento de la
CPP. Para ello, los ratones se colocaron en una jaula de plastico (largo: 25 cm;
ancho: 25 cm; alto: 14,5 cm) y se colocd una pinza (Fig.16) (de 7 mm de
ancho, y de seccion interna ovalada de 8 mm de ancho y 13 mm de altura) en
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el ultimo tercio de la punta de la cola durante 15 minutos (fuerza de sujecion,
10 Newton).

Figura 16. Pinza utilizada en la induccion de estrés por dolor.

3.2.3 Restauracion de CPP inducida por SDS, inmovilizacion y dolor

Episodio de estrés por derrota social

Para provocar el restablecimiento de la CPP inducido por SDS, un grupo
de animales experimentaron un encuentro agonistico con derrota con un
oponente agresivo durante 15 minutos. Inmediatamente después se sometieron

a la prueba de Post-reinst.
Al grupo de animales control se les someti6 a un encuentro social
agonistico sin derrota para confirmar que la restauracion de la CPP inducido

por el SDS se debio a la DS.

Episodio de estrés por inmovilizacién

Para provocar el restablecimiento de la CPP inducido por inmovilizacion
un grupo de animales experimentaron un episodio de restriccion fisica de
movimiento durante 15 minutos. Inmediatamente después se sometieron a la

prueba de Post-reinst.
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Episodio de estrés por dolor

Para provocar el restablecimiento de la CPP inducido por pinzamiento de
cola un grupo de animales experimentaron un episodio de dolor durante 15

minutos. Inmediatamente después se sometieron a la prueba de Post-reinst.

3.2.4 Restauracion de CPP inducida por un priming de cocaina
Para provocar el restablecimiento de la CPP inducido por cocaina, se
inyect6 a un grupo de animales un priming de cocaina (12,5 mg/kg, i.p.).

Transcurridos 15 minutos, se sometieron a la prueba de Post- reinst.

Al grupo de animales control se le administré una inyeccion de solucién
salina (1 ml/kg, i.p.) en lugar de cocaina para confirmar que la restauracién de

la CPP inducido por la droga se debio a la droga.

3.2.5 Estudio de los efectos del bloqueo selectivo del D3R sobre la
restauracion de la CPP inducido por un priming de cocaina, un episodio

de SDS, inmovilizacién o dolor

Para evaluar la posible implicacion del D3R en la restauracion de la CPP
inducida por cocaina, treinta minutos antes de la administracién de la dosis
priming cocaina y de los episodios de estrés (SD, inmovilizacién o dolor), se
administré una dosis Unica del antagonista selectivo de D3R, SB-277011-A
disuelto en agua destilada desionizada (vehiculo: 2 mg/ml). Las dosis
administradas en cada grupo fueron a) 24 o 48 mg/kg, i.p. para el grupo priming
cocaina, estrés por inmovilizacion y estrés por dolor; b) 12 o 24 mg/kg, i.p. para
el grupo estrés por SD. Los animales control recibieron una inyeccion de
vehiculo (agua para inyeccion, 1ml/kg, i.p.) en lugar del antagonista.

Las dosis de cocaina empleadas para el condicionamiento y priming se

basaron en estudios publicados previamente en ratones (154, 155).
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3.3. Grupos experimentales

A continuacion, se muestran los grupos experimentales realizados para
este trabajo:
e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) + Salino (1 ml/kg, i.p.); n=14
e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) + priming cocaina (12,5 mg/kg, i.p.); n = 20
e SB-277011-A (24 mg/kg, i.p.) + priming cocaina (12,5 mg/kg, i.p.) n =11
e SB-277011-A (48 mg/kg, i.p.) + priming cocaina (12,5 mg/kg, i.p.) n=7

e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) + Encuentro agonistico sin derrota; n =16
e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) + Encuentro agonistico con derrota; n = 23
e SB-277011-A (12 mg/kg, i.p.) + Encuentro agonistico con derrota; n = 14
e SB-277011-A (24 mg/kg, i.p.) + Encuentro agonistico con derrota; n = 30

e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) + inmovilizacion; n = 10
e SB-277011-A (24 mgl/kg, i.p.) + inmovilizacién; n = 13
e SB-277011-A (48 mg/kg, i.p.) + inmovilizacién; n = 18

e Vehiculo (1 ml/kg, i.p.) +dolor;n=14
e SB-277011-A (24 mg/kg, i.p.) + dolor; n = 14
e SB-277011-A (48 mg/kg, i.p.) + dolor; n =9

3.4. Radioinmunoanalisis (RIA)

Inmediatamente después de la prueba Post-reinst, una parte de los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se recogi6 la sangre del
tronco en tubos que contenian EDTA al 5% a 4°C. Seguidamente fue
centrifugada (1000 x g, 15 minutos, 4°C) para separar el plasma, y éste se
mantuvo a - 80°C hasta la determinacion de los niveles de corticosterona (156).
Para determinar los niveles basales de corticosterona se sacrific6 un grupo de
animales que no recibieron ningadn tratamiento comportamental ni

farmacoldgico. Las concentraciones plasmaticas de corticosterona se midieron
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utilizando un kit comercial disponible para roedores (radioinmunoandlisis con
1%|_corticosterona; MP Biomedicals, EE. UU.). Se utiliz6 un contador gamma
para cuantificar la emision de radiactividad. La sensibilidad del ensayo fue de

7,7 ng/ml para la corticosterona.

3.5. Aislamiento de nucleos cerebrales mediante

micropuncheado

Inmediatamente después de la prueba Post-reinst, una parte de los
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. Los cerebros fueron

extraidos y almacenados a - 80°C hasta su procesado para Western Blot (WB).

Los cerebros se cortaron en un criostato a - 20°C. Para el aislamiento
del NAc (medial Shell) se realizaron tres secciones coronales consecutivas de
500 uym de espesor correspondientes, a aproximadamente, + 1,70 mm a + 0,98
mm desde bregma (Fig.17). Para el estudio de DG y BLA, se realizaron dos
secciones coronales consecutivas de 500 um de espesor correspondientes, a
aproximadamente, - 1,46 mm a - 2,18 mm desde bregma para DG, y - 0,94 mm
a - 1,58 mm desde bregma para BLA, de acuerdo con el atlas de Franklin y
Paxinos, 2008 (157) (Fig.18). Se hicieron cuatro microperforaciones bilaterales
de 1 mm? de NAc, DG y BLA en tubos de 1,5 ml, segiin el método de Leng at
al. (158), que contenian 50 pl de solucién de homogeneizacién. Esta solucion
contenia PBS (tampdn fosfato salino 0,1 M, pH 7,4), dodecil sulfato de sodio al
10% (SDS), inhibidores de proteasas y un céctel de inhibidores de fosfatasas.
Los tubos se congelaron inmediatamente en hielo seco y se almacenaron a
- 80°C hasta su procesado. Para su homogeneizacion, las muestras se
sonicaron durante un minuto, se agitaron en voértex durante cinco minutos y se
sonicaron nuevamente antes de la centrifugacion a 11000 x g durante 10

minutos a 4°C.
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Figura 17. Representacion de una seccién coronal del encéfalo del area estudiada de NAc (medial Shell)
en rojo. (NAc: Bregma + 1,70 mm hasta + 0,98 mm. Tomado del Atlas de ratén de Franklin y Paxinos
(2008).

Interaural

1.46 mm

Figura 18. Representacion de las areas estudiadas BLA: (en verde) Bregma - 0.94 hasta - 1.58 mm, DG:

(en amarillo) Bregma - 1.46 hasta - 2,18 mm. Tomado del Atlas de ratén de Franklin y Paxinos (2008).
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3.6. Cuantificacion de proteinas totales y Western-blot

Las concentraciones de proteina total se determinaron utilizando el
método del &cido bicinconinico (BCA) desarrollado por Paul K. Smith en 1985
(159). Este método se basa en la conversién del ion Cu**a Cu® en
condiciones alcalinas. Esta conversion es definida como la reaccion de Biuret y
es influenciada tanto por cuatro aminoacidos (cisteina, cistina, tirosina vy
tript6fano) como por una cadena peptidica. EI BCA es un reactivo cromogénico
especifico para el ion cuproso (Cu'"), y en el segundo paso de la reaccién, dos
de sus moléculas reaccionan con una de ion Cu®*. La cantidad de ion
Cu?* reducido es funcién de la concentracién de proteinas y es determinada
espectrofotométricamente por un cambio en el color de la solucién de puarpura a
rosada, que absorbe a 562 nm. La absorbancia obtenida es directamente
proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucion y es estimada
por comparacién con un estandar de proteina conocido, como la albumina

sérica bovina (BSA).

Las muestras, que contenian cantidades iguales de proteina total (10-20
Hug, dependiendo de la proteina de interés) se separaron mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7,5% o 10% y se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, EMD Millipore
Corporation, EE. UU.). A continuacién, cada membrana se incub6 en una
solucién de BSA al 1% en TBS-T (tampon tris-salino 0,02M con Tween 20 al
0,15%), durante 1 hora a temperatura ambiente, y con agitacion constante para
el bloqueo de uniones inespecificas. La inmunodeteccion se realiz6 con los
siguientes anticuerpos primarios tras incubacion durante 18-24 horas a
temperatura ambiente: anti-D3R monoclonal de raton (1:100; sc-136170, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, EE. UU.); anti-DAT monoclonal de rata
(1:2000; MAB369, EMD Millipore Corporation, Temecula, CA); anti-pAkt
monoclonal de conejo (1:750; #4060, Cell Signaling Technology); anti-pmTOR
monoclonal de conejo (1:1000; #5536, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA); anti-mTOR monoclonal de conejo (1:1000; #2983, Cell Signaling

Technology). Después de tres lavados con TBST, las membranas se incubaron
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durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios anti-
raton y anti-conejo conjugados con peroxidasa de rabano picante (#31460 y
#31430, respectivamente; 1:10000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA EE.
UU.). Después de otros tres lavados con TBST, la inmunorreactividad se
detectd mediante quimioluminiscencia con un sistema mejorado (ECL Plus,
Thermo Fisher Scientific) y se visualiz6 mediante el sistema ImageQuant LAS
500 (GE Healthcare, Reino Unido). Se us6 gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. La densidad Optica integrada
de las bandas se normalizé a los valores de fondo. Las variaciones relativas
entre las bandas de las muestras experimentales y las muestras control se
calcularon en la misma imagen. Los anticuerpos se eliminaron de las
membranas por incubacion con tampon de stripping (glicina 25 mM y SDS 1%,
pH 2) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, las membranas se volvieron
a bloquear y se incubaron con anti-GAPDH monoclonal de conejo (#2118;
1:5000, Cell Signaling Technology Inc.). Para normalizar los niveles
individuales de proteinas se calcularon las relaciones D3R/GAPDH,
DAT/GAPDH, pAkt/GAPDH, pmTOR/mTOR.

3.7. Perfusion trans-cardiaca y obtencién de secciones de

cerebro

Inmediatamente después de la prueba Post-reinst inducida por derrota
social o priming de cocaina, los ratones fueron anestesiados con una dosis
subletal de pentobarbital (100 mg/kg, i.p.), disuelta en solucion salina estéril
(NaCl 0.9%: 50 mg/ml), y rapidamente perfundidos via aorta ascendente con 30
ml de PBS mediante una bomba de perfusién continua de 8 canales (World
precision instruments Ltd, Stevenage,Hertfordshire, UK) seguidos de una
solucion de 50 ml de paraformaldehido al 4% (PFD) en tampon borato 0,1 M
(pH 9,5) a 4°C (Fig.19). Una vez perfundidos, los ratones se decapitaron a nivel
del inicio de la médula espinal y se extrajo el encéfalo, que se mantuvo en PFD

con sacarosa al 60% a 4°C durante 3 horas para post- fijar el tejido.
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Posteriormente, se dejaron en PBS que contenia sacarosa al 30%, hasta su
procesado.

Para obtener las muestras utilizadas en este estudio, con ayuda del atlas
Franklin y Paxinos, 2008 (160), se obtuvieron secciones coronales de 25 ym en
direccién rostro-caudal de NAc, BLA y DG utilizando un micrétomo criogénico
de deslizamiento (Leica, Nussloch, Alemania) (Fig.20,21). Las secciones se
almacenaron en un tampon crioprotector a - 20°C hasta el procesamiento de

las mismas.
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Figura 20. Microtomo criogénico utilizado.

Figura 21. Cortes de secciones coronales con microtomo criogénico.

3.8. Inmunofluorescencia (IF)

De acuerdo con el atlas de Franklin y Paxinos (2008) (160), el dia del
experimento se seleccionaron los cortes correspondientes a las areas de
interés NAc, BLA y DG y se depositaron en cajas de metacrilato de 12 pocillos
con PBS (de 4 a 6 secciones por pocillo). Los cortes se lavaron con PBS
durante 5 minutos, tres veces en un agitador de balanceo (Stuart Scientific,
Reino Unido) y se sometieron a un proceso de desenmascaramiento de
antigenos, tratando las secciones con tampén citrato (acido citrico 10 mM con
Tween-20 al 0,05%, pH 6,0) a 90°C durante 20 minutos. Tras lavar tres veces
con PBS, los sitios de union a Fc no especificos se bloquearon con BSA al 7%

en PBS con Tritén-X-100 al 0,3% durante 2 horas a temperatura ambiente.

Después las secciones se incubaron en la misma solucion anterior
durante 60 horas (4°C, agitacion constante) con los siguientes anticuerpos
primarios: anti-pAkt de conejo (1:200, #4060, Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts, USA); anti-pS6 policlonal de oveja (1:250, ab65748, Abcam,
Cambridge, Massachusetts, EE. UU.); anti-D3R monoclonal de ratén (1:150,
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sc-136170; Santa Cruz Biotechnology Inc.); anti-glutaminasa 2 (GLS2)
policlonal de conejo (GLS2; 1:1000, ab113509, Abcam) y anti-glutamato
descarboxilasa (GAD) policlonal de pollo (GAD; 1:750, NBP1-02161 Novus

Biologicals, Centennials, Colorado, EE. UU.).

Tras tres lavados con PBS las secciones se incubaron durante 4 horas a
temperatura ambiente y en oscuridad con los siguientes anticuerpos
secundarios marcados con un fluoroforo: Alexa Fluor 488 anti-lgG de conejo
originado en burro (1:1000; A-21206, Invitrogen, Eugene, OR, USA), Alexa
Fluor 555 anti-lgG de raton originado en burro (1:1000; A-31570, Invitrogen),
Alexa Fluor 647 anti-lgG de pollo originado en cabra (1:1000; A-21449,
Invitrogen), Alexa Fluor 488 anti-lgG de oveja originado en burro (1:1000; A-
11015, Invitrogen, Eugene, OR, USA), Alexa Fluor 555 anti-lgG de raton
originado en burro (1:1000; A-31570, Invitrogen), Alexa Fluor 647 anti-IgG de
conejo originado en burro (1:1000; A-31573, Invitrogen) y Alexa Fluor 647 anti-
IgG de pollo originada en cabra (1:1000; A-21449, Invitrogen).

ANTICUERPOS NUMERO WB
PRIMARIOS m SELECTIVIDAD | PROVEEDOR | cataL0G0 M

Santa Cruz

Ratan Monoclonal Biotechnology sC-136170 1:100 1:150
DAT Rata Monoclonal Millipore MABZ69 1:2000
- Cell Signaling g’ .
pAkt Conejo Monoclonal Technology Inc. #4060 1:750 1:200
pmTOR Conejo Monaclonal Cell Signaling #5536 11000
Technology Inc. .
mTOR Conejo Monoclonal SR ENTE L #2083 1-1000
Technology Inc. :
GAFDH Conejo Monoclonal Cell Signaling #2118 1:5000
Technology Inc. :
psé Oveja Paliclonal Abcam ab65748 1:250
GLS2 Conejo Paliclonal Abcam ab113509 1:1000
: Movus ;
GAD Pollo Policlonal Biologicals NBP1-02161 1:750

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en este estudio.
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Tras lavar tres veces con PBS, las secciones se incubaron en oscuridad
con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 1: 25,000; marcador nuclear) en PBS
durante 1 minuto y tras otros tres lavados con PBS se procedié a su montaje en
portaobjetos gelatinados con el medio de montaje ProLong® Gold (Invitrogen) y

fueron cubiertas con cubreobjetos.

3.9. Analisis mediante microscopia confocal

Las secciones se examinaron utilizando un microscopio confocal Leica
TCS SP8 (Leica, lllinois, EE. UU.) y el software LAS X (Leica Microsystems).
Las imagenes de NAc, DG y BLA fueron capturadas desde un aumento bajo
(10X) a alto (objetivo de aceite 63X). Las imagenes se obtuvieron utilizando
excitacion de 405 nm para DAPI, de 488 nm para Alexa Fluor 488, de 555 nm
para Alexa Fluor 555 y de 647 nm para Alexa Fluor 647. Se detectd la luz
emitida en el rango de 405-490 nm para DAPI, 510-550 nm para Alexa Fluor
488, 555-640 nm para Alexa Fluor 555 y 647-775 nm para Alexa Fluor 647.

Cada canal se capturod por separado para evitar solapamiento espectral.

La configuracion del microscopio confocal fue establecida y mantenida

por Leica y técnicos locales para una resolucién éptima.

3.10. Analisis estadistico

Los datos de comportamiento fueron registrados automaticamente por el
software PPCWIN (CPP Win 2.0 Panlab, Barcelona, Espafa), por lo que no se
requirio que el experimentador desconociera el tratamiento de los animales.
Los datos se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM).
Para los experimentos de CPP, el analisis estadistico se realiz6 utilizando un

analisis de varianza (ANOVA) de una via con medidas repetidas, seguido de
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una prueba post-hoc de Tukey para determinar las diferencias entre los grupos

experimentales.

Los datos obtenidos mediante WB y RIA se analizaron usando un
ANOVA de una via, seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Se utilizé el
programa estadistico GraphPad Prism® 6.0 (GraphPad® Software Inc., San

Diego, CA, EE. UU). Los valores de p< 0.05 se consideraron significativos.

57



RESULTADOS







RESULTADOS Rocio Guerrero Bautista

V. RESULTADOS

Para evaluar la posible implicacion de los D3R en la regulacion de la
restauracion de la preferencia de lugar inducida tras la administracién aguda de
una dosis de recuerdo de cocaina (cocaine-prime) o por distintos tipos de
estimulos estresantes, se utilizdé el paradigma conductual Pavloviano
“Preferencia Condicionada de Lugar” (CPP), que es ampliamente usado para
estudiar las propiedades gratificantes de las drogas (161) ya que la capacidad
de asociar distintas sefiales con su administracién pueden inducir una recaida
en el comportamiento de busqueda de la droga y un deseo intenso de su

consumo, desencadenandose un perpetuo mantenimiento de la adiccion.

4.1 Implicacion de D3R en la recaida en la CPP provocada por

un cocaine-primey por diferentes tipos de estrés

4.1.1 El bloqueo de D3R con SB-277011-A no antagonizo la recaida

en la CPP provocada por cocaine-prime

El ANOVA de una via reveld diferencias significativas entre los
tratamientos de los distintos grupos experimentales [F (1.9,13) = 13.00, p =
0.0010 para el grupo vehiculo + solucion salina; F (1.4,17) = 10.00, p = 0.0027
para el grupo vehiculo + priming cocaina; F (1.7,17) = 17.00, p = 0.0001 para el
grupo SB 24 + priming cocaina; F (1.7,10) = 57.00, p< 0.0001 para SB 48 +
priming cocaina]. Como se puede observar en la Fig. 22A-D, la prueba post
hoc de Tukey mostré que, después del periodo de condicionamiento, los
ratones pasaron mas tiempo en el compartimento asociado a la cocaina
durante el test Post-C que durante el test de Pre-C. Ademas, tras las sesiones
de extincion, disminuyé significativamente el tiempo que los ratones pasaron en
el compartimento asociado con la droga durante el test de Post-ext con
respecto al de Post-C (Fig. 22A-D).
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Para provocar la restauracion (recaida) de la CPP inducida por cocaina,
se administré un priming de esta droga (12.5 mg/kg i.p.) 15 minutos antes del
test de recaida (Post-reinst). Como se puede observar en la Fig. 22B, el tiempo
gue pasaron los animales en el compartimento que habia sido apareado con
cocaina aumentd significativamente cuando se compard con el transcurrido
durante el Pre-C y Post-ext. Por el contrario, el tiempo que pasaron en el
compartimento asociado a la droga durante el Post-reinst los ratones que
recibieron una solucién salina en lugar de cocaina (controles), no aumento, y
fue significativamente menor que el tiempo que transcurrieron en el Post-C
(Fig. 22A). Para estudiar si D3R estaba implicado en la recaida en la CPP
producido tras la administracion aguda de un priming de cocaina,
administramos dos dosis diferentes (24 y 48 mg/kg, i.p.) de SB-277011-A 30
minutos antes de la inyeccion del priming de cocaina. Nuestros datos muestran
que el bloqueo de D3R con cualquiera de las dos dosis del antagonista no
inhibié las recaidas en la CPP producida por un priming cocaina, ya que los
animales pasaron significativamente mas tiempo en el compartimento donde
fueron condicionados con cocaina durante el Post-reinst que durante las
pruebas Pre-C y Post-ext (Fig. 22C, D).

A B
VEH + SALINE VEH + COCAINE PRIME
0 (n=8) g (n=13)
_fg 800 s pre-C g 800
IS wzm post-C £
S 600 == post-ext S 600+
o B post-reinst ©
3 3
2 400 o £ 4004
8 g
: Q
§200- 8 2004
= £
- o QA
£ ° g
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SB 24 + COCAINE PRIME SB 48 + COCAINE PRIME
(n=11)

(n=7)
800-

ok

600+

400+
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Time in coc-paired chamber (s)
i
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Figura 22. El bloqueo de D3R (24 o 48 mg/kg) no atenud las recaidas en paradigma de preferencia
condicionada de lugar (CPP) inducido por una dosis priming de cocaina. (A, B, C, D) Tiempo que
transcurrido por los animales en la camara apareada con cocaina durante: el Pre-condicionamiento (Pre-
C), el Post-condicionamiento (Post-C), la Post-extincion (Post-ext) y el restablecimiento (Post-reinst). Los
animales fueron pretratados con vehiculo més salino (A), vehiculo més priming cocaina (B) y SB-277011-
A (24 o 48 mg/kg i.p.) mas priming cocaina (C, D, respectivamente). * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001
frente a pre-C; ** p< 0.01 vs post-C; “p< 0.05, #p< 0.01 vs post-ext.

También se evalué si el blogueo del D3R afecté al nimero de entradas a
ambos compartimentos durante el Post-reinst. EI ANOVA de una via mostré
diferencias significativas entre los grupos para el nUmero de entradas totales a
los compartimentos emparejados con solucién de salino vs a los emparejados
con cocaina [F (3,35) = 5.07, p = 0.0051]. Como se puede observar en la Fig.
22A, los ratones que recibieron un priming de cocaina aumentaron el nUmero
de entradas totales a ambos compartimentos durante el test Pre-C, respecto a
los animales que fueron inyectados con un priming salino, aunque dicho
aumento no fue estadisticamente significativo. Los animales que recibieron la
dosis mas baja de SB-277011-A previamente al priming de cocaina, mostraron
un numero similar de entradas totales con respecto al grupo pretratado con
vehiculo. Sin embargo, el numero de entradas totales de los animales
inyectados con 48 mg/kg de SB-277011-A fue significativamente menor a las
de los animales que recibieron vehiculo en lugar del antagonista antes de la
inyeccion del priming de cocaina asi como a las del grupo inyectado con la
dosis mas baja de SB-277011-A antes del priming cocaina. Nuestros datos
revelaron el mismo patrén de entradas en las camaras emparejadas con
solucion de salino o de cocaina (Fig. 22B, C). El restablecimiento de la CPP

inducida por cocaina en los animales a los que se inyecto el vehiculo antes de
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recibir una inyeccion de cocaina se demostr6 ademas por el hecho de que su
score de CPP en el Post-reinst se correlacion6 significativamente con la
disminucién de entradas en el compartimento emparejado con solucion de

salino (r = - 0.5668, p = 0.0434; correlacion de Pearson; Fig. 24).

>
©
(@]

Total Entries Cocaine Chamber Entries Saline Chamber Entries

T_iiT |- R

Figura 23. Diferencia entre el nUmero de entradas totales a las cAmaras de puntos y rayas (A), a la
camara apareada con cocaina (B) y a la camara apareada con salino (C) durante el test de recaida en la
CPP y el nimero de entradas durante el test de Pre-C. Cada barra representa la media + SEM. * p< 0.05
vs veh + priming salino; * p< 0.05 vs SB 24 + priming cocaina.
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Figura 24. Correlacion entre el score correspondiente al CPP tras las recaidas y la diferencia entre el
numero de entradas a la cAmara apareada con salino durante la recaida y el nimero de entradas durante
el pre-C. La diferencia en el nimero de entradas a la camara emparejada con salino se correlacion6
negativamente con el score de CPP de las recaidas (p< 0.05).

4.1.2 El pretratamiento con SB-277011-A inhibié la restauracién de

la CPP provocada por estrés social

El ANOVA de una via reveldé diferencias significativas entre los
tratamientos para todos los grupos de animales [F (1.678,15.10) = 16.17, p =
0,0003 para veh + no derrota; F (2.159,32.39) = 30.46, p< 0,0001 para veh +
derrota social; F (1.300,16.90) = 12.22, p = 0,0016 para SB 12 + derrota social;
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F (2.287,32.02) = 15.99, p< 0.0001 para SB 24 + derrota social]. El test post
hoc de Tukey revel6 que los ratones pasaron significativamente mas tiempo en
el compartimento asociado con cocaina durante el Post-C que durante el Pre-C
y que, durante el test Post-ext, el tiempo que pasaron los animales en el
compartimento asociado a la droga fue estadisticamente menor que durante la
prueba Post-C (Fig. 25A-D). Cuando los animales fueron sometidos a un
episodio agudo de estrés social y posteriormente se evalué la restauracion de
la CPP inducida por la cocaina, se observo que pasaron significativamente mas
tiempo en el compartimento asociado con la droga en comparacion con el test
Post-ext y Pre-C (Fig. 25B). Por el contrario, los ratones no derrotados no
mostraron diferencias significativas en el tiempo que pasaron en la sala
asociada a la droga durante el Post-reinst con respecto a Pre-C y Post-ext (Fig.
25A).

La administracion de 12 mg/kg de SB-277011-A 30 minutos antes del
episodio agudo de derrota social no modificd el restablecimiento de la CPP
(Fig. 25C). Por el contrario, el pretratamiento con una dosis mas alta del
antagonista de D3R (24 mg/kg) bloqued totalmente la recaida en la CPP
provocada por el episodio agudo de derrota social. La prueba post hoc de
Tukey mostrd que los ratones inyectados con 24 mg/kg de SB-277011-A antes
del encuentro agonistico con derrota no aumentaron el tiempo transcurrido en
el compartimento asociado con la cocaina durante el Post-reinst, con respecto
a la Post-ext y Pre-C. Ademas, este tiempo fue significativamente menor que el
del Post-C (Fig. 25D).
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Figura 25. El bloqueo de D3R (24 mg/Kg) antagonizé el restablecimiento de la CPP inducida por el estrés
social. Tiempo que los ratones no derrotados (controles; A) y derrotados (B, C, D) pretratados con
vehiculo (A, B) o SB-277011-A (12 o 24 mg/kg i.p.; C, D) pasaron en la cAmara apareada con cocaina. ;
C, D, respectivamente). ** p< 0,01; *** p< 0.001 vs pre C; *p< 0.05, ** p< 0.01; *** p< 0.001 vs post-C; p<
0.05, #p< 0.001 vs post-ext.

Cuando estudiamos el niumero de entradas totales de los animales a las
dos salas durante el Post-reinst, el ANOVA de una via reveld diferencias
significativas entre los grupos experimentales [F (3,49) = 19.36, p< 0,0001]. La
prueba post hoc mostrd que los ratones con estrés social realizaron un mayor
namero de entradas totales a ambos compartimentos que los animales no
derrotados. Ademas, tanto la dosis de 12 como la de 24 mg/kg de SB-277011-
A disminuyeron significativamente el aumento en el nimero de entradas totales
durante la prueba Post-reinst (Fig. 26A). El nimero de entradas a los

compartimentos emparejados con cocaina o solucién salina siguié el mismo
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patron que el numero de entradas totales, pero no hubo diferencias

significativas entre los grupos (Fig. 26B, C).
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Figura 26. Diferencia entre el nUmero de entradas totales a los compartimentos de puntos y rayas (A), al
compartimento apareado con cocaina (B) y al compartimento apareado con salino (C) durante el Post-
reinst y el nimero de entradas durante el pre-C. Cada barra corresponde a la media + SEM. ™" p< 0.001
vs veh + no derrota; *** p< 0.001 vs veh + derrota social.

Por otra parte, hubo correlaciones significativas entre el score de CPP
de los ratones estresados que habian sido pretratados con el antagonista D3R
o su vehiculo, y el numero de entradas totales (r = 0.4140, p = 0.0058;
correlacion de Pearson; Fig. 27A), el numero de entradas al compartimento
asociado a cocaina (r = 0.4586, p = 0.0020; correlacién de Pearson; Fig. 27B)
y el numero de entradas al compartimento asociado a salino (r = 0.3338, p =

0.0287; correlacion de Pearson, Fig. 27C).
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Figura 27. Correlaciones entre el score de la CPP tras la recaida y la diferencia entre en el numero total
de entradas (A), entradas a la camara de cocaina (B) o a la cAmara de salino (C) durante el test de reinst
y las del test pre-C, en ratones socialmente derrotados. La diferencia en el nimero de entradas totales y
de entradas a la camara apareada con cocaina o solucion salina se correlacioné positivamente y de forma
significativa (p< 0.05) con el score de CPP durante la recaida.

Finalmente, se observo que la administracion de SB-277011-A no altero
las respuestas de los animales derrotados (conductas de evitacion/huida y
defensa/sumisién después de sufrir la conducta agresiva, posicion sumisa

erguida, patas delanteras flacidas, cabeza inclinada hacia arriba y retraida).

4.1.3 El pretratamiento con SB-277011-A inhibid la restauracion de

la CPP provocada por diferentes tipos de estrés fisioldgico

El ANOVA de una via reveld diferencias significativas entre los
tratamientos para todos los grupos de animales [F (1.5,13) = 24.00, p = 0.0001
para veh + inmovilizacion; F (1.6,19) = 8.30, p = 0.0042 para SB 24 +
inmovilizacién; F (1.8,31) = 27.00, p< 0.0001 para SB 48 + inmovilizacion; F
(1.7,22) = 24.00, p< 0.0001 para vehiculo + pinzamiento de cola; F (1.8,23) =
15.00, p< 0.0001 para SB 24 + pinzamiento de cola; F (1.8,14) = 8.50, p =
0.0045 para SB 48 + pinzamiento de cola]. Como se observdo en los
experimentos anteriores, la prueba post hoc de Tukey revel6 que los ratones
pasaron significativamente mas tiempo en el compartimento asociado a la
cocaina durante el Post-C respecto al Pre-C, y que el tiempo pasado en el
compartimento asociado a la droga disminuyé significativamente durante el test
de Post-ext (Fig. 28A-C y 29A-C).
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Con el fin de producir el restablecimiento de la CPP inducida por la
cocaina, los animales fueron expuestos a dos factores estresantes fisicos
diferentes, inmovilizacién y pinzamiento de la cola. La prueba post hoc mostro
que, después de 30 minutos de inmovilizacion, los animales aumentaron
significativamente el tiempo que pasaron en el compartimento asociado a la
droga durante el Post-reinst, en comparacién con el Post-ext y Pre-C (Fig.
28A). De manera similar, los animales expuestos al pinzamiento de la cola
pasaron significativamente mas tiempo en el compartimento asociado con la
cocaina en el Post-reinst con respecto a las pruebas posteriores de Post-ext y
Pre-C (Fig. 29A).

Se administraron dos dosis diferentes del antagonista de D3R antes de
la exposicion a los dos tipos de estrés fisiolégicos para estudiar la capacidad
del SB-277011-A para prevenir el restablecimiento de la CPP inducida por
cocaina. La administracion de la dosis mas baja de SB-277011-A (24 mg/kg) no
impidié el aumento significativo en el tiempo que los ratones fisicamente
estresados pasaron en el compartimento asociado a la cocaina durante el Post-
reinst, en comparacion con el Pre-C y Post-ext. (Figs. 28B y 29B). Sin
embargo, cuando se administraron 48 mg/kg de SB-277011-A antes de la
exposicion a los dos tipos de estrés fisicos, observamos una disminucion
significativa del tiempo que pasaron los ratones en la camara asociada con
cocaina durante el Post-reinst, con respecto al Post-C y al Pre-C (Figs. 28C y
290C).
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Figura 28. El blogueo del D3R (48 mg/kg de SB-277011-A) antagonizo el restablecimiento de la CPP
provocada por inmovilizacion. (A, B, C) Tiempo (en segundos) que pasaron los ratones en la camara
apareada con cocaina durante el Pre-condicionamiento (Pre-C), Post-acondicionamiento (Post-C), Post-
extincion (Post-ext) y restablecimiento (Post-reinst) tras 15 minutos de inmovilizacion. Loa animales fueron
pretratados con vehiculo (A) o SB-277011-A (24 o 48 mg/kg i.p.; B, C, respectivamente). *p< 0.05, *** p<

0.001 vs pre-C; *** p< 0.001 vs post-C; “p< 0.05;  p< 0.01 vs post-ext.
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Figura 29. El blogueo del D3R (48 mg/kg de SB-277011-A) antagoniz6 el restablecimiento de la CPP
provocada por un estimulo doloroso (pinzamiento de la cola). (A-C) Tiempo (en segundos) que pasaron
los ratones en la camara apareada con cocaina durante el Pre-condicionamiento (Pre-C), Post-
acondicionamiento (Post-C), Post-extincion (Post-ext) y restablecimiento (Post-reinst) tras 15 minutos del
estimulo doloroso. Los animales fueron pretratados con vehiculo (A) o SB-277011-A (24 o 48 mg/kg i.p.;
B, C, respectivamente). *** p< 0.001 vs a pre-C; * p< 0.05, ** p< 0.01 vs post-C; ** p< 0.001 vs post-ext.

Cuando evaluamos el efecto de SB-277011-A en el nUmero de entradas
de los animales con estrés fisico en ambos compartimientos y en las camaras
emparejadas con cocaina y solucién salina por separado, el ANOVA de una via
revel6 diferencias significativas entre los grupos experimentales para el nimero
total entradas [F (2,38) = 23,28, p< 0.0001 para la inmovilizacion; F (2,34) =
5.03, p = 0.0122 para pinzamiento de la cola], el numero de entradas a la
camara apareada con cocaina [F (2,38) = 22.69, p< 0.0001 para la
inmovilizacién; F (2,34) = 3.61, p = 0.0380 para pinzamiento de la cola] y para

el nimero de entradas a la camara asociada con salino [F (2,38) = 15.10, p<
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0.0001 para la inmovilizacion; F (2,34) = 5,53, p = 0.0083]. Ademas, la
disminucién en el nimero de entradas provocada por el pretratamiento con el
antagonista del D3R, fue dosis-dependiente. Como muestra la figura 30A-C, la
administracion de 24 mg/kg de SB-277011-A a ratones con inmovilizacion
disminuyo significativamente el nimero de entradas totales, el numero de
entradas al compartimento asociado a la cocaina y al compartimento asociado
a salino, con respecto a los animales que recibieron el vehiculo en lugar del
antagonista. La inyeccion de la dosis mas alta de SB-277011-A a los animales
inmovilizados también disminuy6 significativamente el nimero de entradas
totales con respecto al grupo de control y al grupo que recibié 24 mg/kg de SB-
277011-A, el niumero de entradas al compartimento asociado a cocaina en
comparacion con el grupo que recibio la administracion del vehiculo y el grupo
inyectado con 24 mg/kg de SB-277011-A, y el numero de entradas a la camara

emparejada con salino con respecto al grupo de control.
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Figura 30. Diferencia entre el nimero de entradas totales a las cdmaras de puntos y rayas (A), a la
camara apareada con cocaina (B) y a la camara apareada con salino (C) durante el test de recaida de
animales inmovilizados y durante el test Pre -C. Las barras representan la media £ SEM. * p< 0,05; ** p<
0,01; *** p< 0.001 vs veh + inmovilizacién; * p< 0.05 vs SB 24 + inmovilizacién.

Por otra parte, en animales con inmovilizacién existian correlaciones
significativas entre el score de CPP del Post-reinst y el numero total de
entradas (r = 0.3894, p = 0.0130; correlacién de Pearson; (Fig. 31A), el nUmero
de entradas al compartimento donde fueron condicionados (r = 0.3779, p =
0.0162; correlacion de Pearson; (Fig. 31B), y el numero de entradas al
compartimento asociado a salino (r = 0.3609, p = 0.0222; correlaciéon de
Pearson; (Fig. 31C).
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Figura 31. Correlacion entre el score de la CPP durante la recaida producida por inmovilizacién y la
diferencia en el numero total de entradas (A), entradas a la cAmara apareada con cocaina (B) o apareada
con salino (C) durante la recaida y las entradas durante el test de Pre-C. La diferencia en el nimero de
entradas totales y en las entradas a la camara apareada con cocaina o solucién salina se correlacion6
positiva y significativamente (p< 0.05) con el score de CPP de la recaida.

El antagonista de D3R también disminuy6 de forma dosis-dependiente el
namero total de entradas, asi el nimero de entradas a los compartimentos
asociados tanto con salino como con cocaina (Fig. 32A-C). La administracion
de 24 mg/kg de SB-277011-A a ratones sometidos a un pinzamiento de la cola
disminuy6 significativamente el nimero de entradas a la camara emparejada
con salino con respecto a los animales que recibieron el vehiculo en lugar del
antagonista. La inyeccion de la dosis mas alta del antagonista a los animales

sometidos a pinzamiento de la cola también disminuyd significativamente el
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namero de entradas totales, el numero de entradas a la camara emparejada
con cocaina y el nimero de entradas a la camara emparejada con salino con,
respecto al grupo de control. No se observaron correlaciones significativas
entre el score-CPP del Post-reinst de animales que fueron sometidos a
pinzamiento de la cola y su nimero de entradas totales (Fig. 33A), el nimero
de entradas a la camara asociada a la cocaina (Fig. 33B) y el numero de

entradas a la camara emparejada con salino (Fig. 33C).
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Figura 32. Diferencia entre el nimero de entradas totales a las camaras de puntos y rayas (A), a la
camara apareada con cocaina (B) y a la camara apareada con salino (C) durante el test de recaida de
animales sometidos a pinzamiento de cola y durante el test Pre-C. Las barras representan la media +
SEM. * p< 0.05 vs veh + pinzamiento de la cola.
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Figura 33. Correlacion entre el score de la CPP durante la recaida inducida por pinzamiento de la cola y
la diferencia en el numero total de entradas (A), entradas a la cdmara apareada con cocaina (B) o
apareada con salino (C) durante la recaida, y entradas durante el test de Pre-C. La diferencia en el
namero de entradas totales y en las entradas a la camara apareada con cocaina o con salino no se
correlaciond significativamente con el score de CPP de la recaida.

4.2. EI D3R esta implicado en el incremento de los niveles
plasmaticos de corticosterona durante la recaida en la CPP

Estudios previos han demostrado que el eje HHA se activa después de
la administracibn aguda de muchas drogas, entre ellas la cocaina, lo que
produce un aumento de los niveles de corticoides en plasma (162, 163) .Para
estudiar la posible implicacion de los glucocorticoides en las recaidas en la
CPP, se cuantificaron los niveles plasméaticos de corticosterona (principal

glucocorticoide en roedores) en todos los grupos experimentales estudiados.

El ANOVA de una via mostr6 diferencias significativas en la
concentracion plasmatica de corticosterona para todos los grupos de
experimentales de animales [F (4,33) = 31.00, p< 0.0001 para el grupo priming
cocaina; F (4,45) = 38,00, p< 0,0001 para el grupo de derrota social; F (3,43) =
84.00, p< 0.0001 para el grupo de estrés por inmovilizacion; F (3,39) = 67,00,
p< 0.0001 para el grupo de estrés por dolor]. Los niveles plasmaticos de
corticosterona en animales que recibieron una dosis priming de cocaina o
fueron sometidos a estrés social o fisiolégico, sufrieron un incremento
significativo respecto a sus niveles basales en animales de control (Fig. 34A,
B, C, D). Por otra parte, una inyeccion de solucion salina o un encuentro

agonista sin derrota también aumentaron significativamente la concentracion

73



RESULTADOS Rocio Guerrero Bautista

plasmatica de la hormona (Fig. 34A, B). Sin embargo, los niveles de
corticosterona en animales que recibieron un priming de cocaina fueron
significativamente mas elevados que los que recibieron un priming de salino
(Fig. 34A).

A continuacioén se estudio la posible implicacién del D3R en la liberacién
de corticosterona durante la recaida en la CPP inducida por un priming de
cocaina o por diferentes tipos de estrés. Para ello, se pretrataron los animales
con diferentes dosis de SB-277011-A. Los resultados muestran que la dosis de
12 mg/kg del antagonista no bloqueé el aumento en la liberacion de
corticosterona en el Post-reinst en animales derrotados socialmente (Fig. 34B).
Sin embargo, la dosis de 24 mg/kg de SB-277011-A bloque6 el aumento de los
niveles plasmaticos de corticosterona tras el test Post-reinst, tanto en ratones
gue recibieron un priming de cocaina como aquellos sometidos a estrés social
o fisioldgico, con respecto a dichos niveles tras el test Post-cond. (Fig. 34A, B,
C, D). La administracion de 48 mg/kg de SB-277011-A antes del priming de
cocaina o de la exposicion a cualquiera de los dos tipos de estrés fisiologico,
antagonizé significativamente el aumento en la liberaciobn de corticosterona

observado después del test Post-reinst (Fig. 34A, C, D).

Por otra parte, la correlacion de Pearson mostré correlaciones
significativas entre los niveles plasmaticos de corticosterona y el score de CPP
tras el test Post-reinst en animales socialmente estresados que recibieron una
inyeccion del antagonista D3R o su vehiculo (r = 0.3410, p = 0.0484; Fig. 35A),
los animales que recibieron una inyeccion del antagonista D3R o su vehiculo
antes de la inmovilizacion (r = 0.3755, p = 0.0185; Fig. 35B) y los ratones que
recibieron una inyeccion del antagonista D3R o0 su vehiculo antes del
pinzamiento de la cola (r = 0.33592, p = 0.0341; Fig. 35C). No obstante, la
correlacion entre la concentracion plasmatica de corticosterona y el score de
CPP en el Post-reinst de animales que recibieron un priming de cocaina no fue

significativa (Fig. 35D).

Los niveles plasmaticos de corticosterona de ratones socialmente

estresados que recibieron cualquier dosis de antagonista o su vehiculo también

74



RESULTADOS Rocio Guerrero Bautista

se correlaciono significativamente (r = 0.3563, p = 0.0454; Fig. 37A) con el
namero de entradas al compartimento donde fueron condicionados con
cocaina, aunque las correlaciones con el niumero de entradas totales (Fig. 37B)
y el nUmero de entradas al compartimento asociado con solucién salina (Fig.
37C) no fueron significativas. Ademas, los niveles de corticosterona en plasma
de ratones con estrés fisico que se pretrataron con el antagonista de D3R o
con su vehiculo, se correlacionaron significativamente con el numero de
entradas totales (r = 0.6566, p< 0.0001 para el grupo de inmovilizacion; r =
0.4692, p = 0.0045 para el grupo de pinzamiento de la cola; Fig. 38A, Fig.39A),
con el nimero de entradas al compartimento asociado con la cocaina (r =
0.3755, p =0.0185 para el grupo de inmovilizacién; r = 0.4041, p = 0.0161 para
el grupo de pinzamiento de la cola; correlacion de Pearson; Fig. 38B, Fig. 39B)
y con el niumero de entradas al compartimento asociado a salino (r = 0.5837, p
<0.0001 para el grupo de inmovilizacion; r = 0.4920. P = 0.0027 para el grupo
del pinzamiento de la cola; Fig. 38C, Fig. 39C).

>
w

. . Social Stress
Cocaine Prime

800+

T p—— - #% basal

= e ars‘a+ i 2 ¢ veh + not-defeat

E e Sterca — S 600] = Veh + social defeat

2 5 mu 5B 24 + cocaine priming s | mm 5524+ sodl defest

o = SB 48 + cocaine priming 2

S 4004 £ 400

I g n=8 n=9 n=10 n=10 n=13

7] Y 8 *kk — hokk

S 200- == £ 2004 - $$$

£ n=8 nz7 =|H=5- n=10 n=8 T ###

8 _— Hi# su 8 ..... b
04 @ — i 228 0 e IR

Post-reinstatement test Post-reinstatement test

@]
W)

Restraint Tail Pinch
_. 8007 g pasal ~. 3007 2 basal
_E' = veh + restraint TE' — veh + tail pinch
= i mm SB 24 + restraint S 600 ™ SB 24 + tail pinch
& mm SB 48 + restraint £ mm SB 48 + tail pinch
e n=8 n=9 n=13 n=17 -3
S 400- ek S 4004
o - = @ n=8 n=14  n=13 n=8
_g 200+ f——r +++ ;__: 200+
— o .

8 — i e 8 e i +++

0 — 0 —

Post-reinstatement test Post-reinstatement test

75



RESULTADOS

Figura 34. El bloqueo del D3R antagonizd el aumento en la concentracion de corticosterona en plasma
inducida por un priming de cocaina o por estrés social o fisiologico. Niveles de corticosterona en plasma
tras el test de recaida en animales que recibieron salino o un priming de cocaina (A), en ratones que
fueron sometidos a un estrés social (B), ratones que fueron sometidos a un estrés por inmovilizacién (C) y
en animales sometidos a dolor mediante pinzamiento de cola (D), 30 min después de una inyeccion de
vehiculo o SB-277011-A (12, 24 o0 48 mg/kg i.p.). Las barras representan la media £+ SEM. (A) ** p< 0.01,
=+ n< 0,001 vs basal; *** p< 0.001 vs veh + solucién salina; “* p< 0.001 vs veh + priming cocaina. (B)***
p< 0.001 vs basal; *** p< 0.001 vs veh + no derrota; ** p< 0.001 vs veh + derrota social; *** p< 0.001 vs

+++

Rocio Guerrero Bautista

SB 12 + derrota social. (C) ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs basal;

p< 0.001 vs basal; p< 0.001 vs veh + pinzamiento de cola.
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Figura 35. Correlacién entre los niveles plasmaticos de corticosterona tras el test de recaida inducida por
derrota social (A), inmovilizacion (B), dolor (C) y por un priming cocaina (D). Los niveles plasméticos de
corticosterona se correlacionaron positiva y significativamente (p< 0.05) con el score CPP en los animales
con estrés social y fisioldgico, pero no con los que recibieron un priming cocaina (correlaciéon de Pearson).
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Figura 36. Correlacién entre la concentracion plasmatica de corticosterona después del test de recaida
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del test Pre-C. Los niveles plasmaticos de corticosterona se correlacionaron positiva y significativamente
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Figura 37. Correlacion entre la concentracion plasmatica de corticosterona después del test de recaida
provocada por un episodio de estrés social y la diferencia entre el nUmero de entradas a la camara
apareada con cocaina (A), numero total de entradas (B), y niumero de entradas a la camara apareada con
salino (C) durante el test de recaida y el del test Pre-C. Los niveles plasméaticos de corticosterona se
correlacionaron positiva y significativamente (p< 0.05) con el nimero total de entradas a la sala asociada
con cocaina.
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Figura 38. Correlacién entre la concentracién plasmatica de corticosterona después del test de recaida
provocada por inmovilizacion y la diferencia en el nimero de entradas totales (A), entradas a la camara de
cocain (B), y a la sala pareada con salino (C) durante el test de recaida y el test pre-C. Los niveles
plasméticos de corticosterona se correlacionaron positiva y significativamente con la diferencia en el
numero de entradas totales (p< 0.001) y en las entradas a los compartimentos apareados con cocaina (p<
0.05) y con salino (p< 0.001)
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Figura 39. Correlacion entre la concentracion plasmatica de corticosterona después del test de recaida
provocada por dolor y la diferencia en el nUmero de entradas totales (A), entradas a la camara de cocaina
(B), y a la sala pareada con salino (C) durante el test de recaida y el test pre-C. Los niveles plasmaticos
de corticosterona se correlacionaron positiva y significativamente con la diferencia en el nimero de
entradas totales (p< 0.01) y en las entradas a las camaras emparejadas con cocaina (p< 0.05) y salino
(p< 0.01).
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4.3. El bloqueo de D3R previene las modificaciones en la
expresion de DAT y D3R en NAc shell durante la recaida en la
CPP provocada por estrés y por un priming de cocaina en

ratones condicionados a cocaina

4.3.1 Cambios en la expresion de DAT y D3R en el NAc shell tras la
recaida en la CPP provocada por un priming de cocaina y por estrés

social

En primer lugar se estudiaron los cambios en la expresién de DAT y D3R
en el NAc tras la recaida en la CPP inducida por un priming de cocaina o por
un episodio de estrés social, en ratones que habian extinguido el
comportamiento de la CPP, ya que este nlcleo esta enriquecido tanto en DAT
(que se expresa en las terminaciones dopaminérgicas que lo inervan y que
proceden del VTA) como en D3R, los cuales desempefian un papel critico en la
homeostasis de DA. Ademas, se ha postulado que el D3R estaria criticamente
involucrado en el humor y las emociones, asi como en determinadas
alteraciones neuroldgicas, como es el caso de las adicciones a sustancias de
abuso (135).

El ANOVA de una via para la expresion de DAT y D3R después de la
recaida inducida por un priming de cocaina, mostré diferencias significativas
entre los tratamientos (F (2,19) = 26.08, p< 0.0001 para DAT; F (2,22) = 5.958,
p = 0.0086 para D3R). El test hoc mostr6é que hubo un aumento significativo de
la expresion de DAT tras la recaida la CPP inducida por un priming de cocaina
(Fig. 40A; n = 8), en comparaciéon con la observada en el grupo que recibié
salino (n = 8). Dicho incremento se inhibié significativamente mediante el
pretratamiento con SB-277011A (24 mg/kg i.p.; Fig. 40A; n = 6). Se obtuvieron
resultados similares cuando se estudio la expresion de D3R (Fig. 40B), con un
aumento significativo de la expresion del receptor (n = 9) respecto a su control
(n = 8). Dicho incremento fue antagonizado por SB-277011A (24 mg/kg i.p.;
Fig. 40B; n = 8). Puesto que el NAc tiene un elevado contenido de neuronas

GABAérgicas (mediun spiny neurons-MSN), en otros grupos de animales se
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realizé un estudio mediante IF en el NAc shell, con el fin de investigar si la
expresion de D3R se producia en dichas neuronas tras la recuperacion de
memoria de preferencia de lugar. Para ello se utilizo GAD (glutamato
decarboxilasa, enzima que trasforma glutamato en GABA) como marcador de
neuronas GABAérgicas y DAPI como marcador nuclear. Como se muestra en
la Fig. 41, se pudo observar que el D3R se expresaba en neuronas positivas
para GAD.
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Figura 40. Analisis, mediante Western-blot, de la expresion de DAT (A) y de D3R (B) en el NAc shell. Los
ratones fueron condicionados a cocaina y tras de 60 dias de abstinencia recibieron una inyeccion de
salino (veh + salino; controles), un priming de cocaina (12,5 mg/kg; veh + priming coc) o una inyeccién del
antagonista del D3R, SB-277011-A (24 mg/kg) antes del priming de cocaina (SB 24 + priming coc). *p<
0.05, **p< 0.01 vs veh + salino; "p< 0.05, “p< 0.001 vs veh + priming coc.
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DAPI MERGE

‘ GAD
Figura 41. Imagenes representativas de secciones coronales del NAc shell que expresaron D3R (verde), GAD

(rojo; neuronas glutamatérgicas) y DAPI (tincion nuclear, azul), en los controles (vehiculo) y tras la recaida
inducida por un priming de cocaina (veh-coc). Escala de la barra, 50 pm.

A continuacion se estudi6 la expresion de DAT y D3R en NAc después
del CPP-reinst provocado por un episodio agudo de estrés social (Fig. 42). El
ANOVA de una via revel6 diferencias significativas entre los tratamientos para
todas las series de animales (F (3,28) = 6.474, p = 0.0018 para DAT; F (F
(3,25) = 6.048, p = 0.0030 para D3R. La prueba post hoc indic6 que hubo un
aumento significativo en la expresién de DAT en NAc tras la recaida provocada
por la derrota social (n = 6), respecto a los ratones no derrotados (n = 9). La
administracion de SB-277011-A (12 y 24 mg/kg ip., n = 8, n = 9,
respectivamente) 30 minutos antes del restablecimiento de la CPP provocada
por la derrota social, antagonizé el aumento de la expresion de DAT de forma
dosis-dependiente (Fig. 42A). Resultados similares se obtuvieron cuando se
cuantifico el D3R (Fig. 42B). Se observé un aumento significativo en la
expresion de D3R en ratones que sufrieron recaida en la CPP provocada por
estrés social (n = 6), en comparacion con el grupo no derrotado (n = 9).
Ademas, la administracion de SB-277011A (12 y 24 mg/kg i.p.; n=7,n =7,
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respectivamente) 30 minutos antes del episodio de derrota social, bloqueo el
aumento de la expresion de D3R de forma dosis-dependiente (Fig. 42B). Para
ampliar nuestros resultados, se realiz6 un estudio fenotipico para caracterizar
las poblaciones neuronales involucradas en la expresion de D3R en el NAc
shell. Mediante IF, se observé que las neuronas D3R positivas colocalizaban

con neuronas GABAérgicas, como indica la Fig. 43.
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Figura 42. Andlisis semicuantitativo representativo de la expresion de DAT (A) y del D3R (B) en el NAc
shell. Los ratones fueron condicionados a cocaina y después de 60 dias de abstinencia sufrieron un
encuentro social no agresivo (veh + no derrotado; controles), un encuentro con derrota (veh + derrota
social) o una inyeccion del antagonista del D3R, SB-277011-A (12 o 24 mg/kg) antes del encuentro con
derrota. ** p< 0,01 vs veh + no derrotado; * p< 0,05, ** p< 0,01 vs veh + derrota social.
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Figura 43. Imagenes representativas que muestran secciones coronales del NAc shell que expresaron D3R
(verde), GAD (rojo; neuronas glutamatérgicas) y DAPI (tincion nuclear, azul) en controles (veh-ND), tras la
derrota social (veh-SD) y en ratones que recibieron una inyeccion de SB-277011-A (24 mg/kg) antes de la
derrota social (SB-SD). Escala de la barra, 50 pum.

4.3.2 Regulacion de la expresion de pAkt y pmTOR en el NAc tras la
recaida en la CPP provocada por un priming de cocaina y por estrés
social

Puesto que se ha propuesto que la cascada de sefializacion Akt-mTOR
estd acoplada al D3R (164), se determiné la expresion de pAkt y pmTOR
(fosforilados; activados) en el NAc tras la recaida en la CPP inducida por la
administracion de un priming de cocaina y por un episodio de estrés social. El
ANOVA de una via no revelo diferencias significativas en la expresion de pAkt
tras la recaida de la preferencia de lugar provocada por un priming de cocaina
(F (2,16) = 2.445, p = 0.1184). Aunque se observo una tendencia hacia un
aumento de pAkt (Fig. 44A, n = 6), dicho incremento no alcanzé significacion

estadistica, en comparacion con el grupo control (n = 7). De manera similar, el
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ANOVA de una via no mostré diferencias significativas entre los grupos en los
niveles de pmTOR en el NAc tras la recaida en la CPP provocada por una
dosis de priming de cocaina (F (2,16) = 1.371; p = 0.2822). Encontramos un
aumento no significativo en la expresion de pmTOR después del
restablecimiento de la CPP de cocaina (n = 6) con respecto al grupo de control
(n = 7) que volvidé a los niveles basales después de la administracion de SB-
277011A (24 mg/kg; n = 6) (Fig. 44A).

A continuacién se realizé una caracterizacion de las poblaciones
neurales involucradas en la expresion de pAkt. Como se muestra en la Fig.
45A, la mayoria de las neuronas positivas para pAkt son de tipo GABAérgico.
Por otra parte, se pudo observar que el D3R se expresaba en neuronas
positivas para pAkt (Fig. 45B), lo que afiade evidencia a la nocion de que el
D3R podria regular la sefializacion de Akt después de la exposicion a un

priming de cocaina.
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Figura 44. Andlisis semicuantitativo representativo de la expresion de la proteina Akt fosforilada (activada;
pAkt; A) y de mTOR fosforilado (pmTOR; B) en el NAc shell (A) durante la recaida. Los ratones fueron
condicionados a cocaina y después de 60 dias de abstinencia recibieron una inyeccién de salino (veh +
salino; controles), una dosis priming de cocaina (12,5 mg/kg; veh + priming coc) o una inyeccion del
antagonista del D3R (SB-277011-A; 24 mg/kg) antes de un priming de cocaina (SB 24 + priming coc). No
se observaron cambios significativos en los niveles de pAkt o de pmTOR.
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Figura 45. Imagenes representativas del NAc shell para pAkt (verde;A,B), GAD (A, rojo; neuronas
glutamatérgicas), D3R ( B, rojo) y DAPI (A,B; tincion nuclear, azul ) en los controles (VEH-SAL) y tras
la recaida inducida por un priming de cocaina (VEH-COC). Escala de la barra, 50 pm.
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Cuando evaluamos los efectos de la derrota social en la expresion de
pAkt y pmTOR en el NAc, el ANOVA de una via no revel6 diferencias
significativas entre los tratamientos. Como se representa en la Fig. 46, los
niveles de pAkt después de la derrota social (n = 6) fueron similares a los
obtenidos en ratones no derrotados (n = 7). Cuando se administré SB-277011-
A (12 mg/kg, n = 6; 24 mg/kg, n = 6) antes del episodio de derrota social, hubo
una disminucién no significativa en la expresiéon de pAkt. Del mismo modo, el
ANOVA de una via no revelé cambios significativos en los niveles de pmTOR
en el NAc después de la recaida de la CPP provocada por la derrota social (F
(3,21) = 2.000; p = 0.1513). La recaida de la CPP inducida por el estrés social
(n = 6) no alterd significativamente la relacion pmTOR/GAPDH en NAc en
comparacion con los animales no derrotados (n = 7), y no se observaron
modificaciones significativas después de la administracion de 12 mg/kg (n = 6)
0 24 mg/kg (n = 6) de SB-277011-A.
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Figura 46. Expresion de pAkt fosforilada (A) y de pmTOR (B) en el NAc shell Los ratones fueron

condicionados a cocaina y después de 60 dias de abstinencia sufrieron un encuentro social no agresivo
(veh + no derrota; controles), un encuentro con derrota (veh + SD) o una inyeccion del antagonista del
D3R (SB-277011-A; 12 o 24 mg/kg) antes del encuentro antagonico. Tras la recaida en la CPP no se
observaron cambios significativos en los niveles de pAkt o pmTOR.

A continuacién, se realizé un estudio, mediante IF, para caracterizar la
posible expresion de pAkt en neuronas GABAérgicas del NAc shell. Tras el

episodio de derrota social, se observd que pAkt colocalizaba con neuronas
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positivas para GAD (Fig. 47A). Ademas, y como se observa en la Fig. 47B, el

D3R colocaliz6 con pAkt.
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B DAPI MERGE

Figura 47. Imagenes representativas que muestran la expresion, secciones coronales del NAc shell,
de pAkt (verde; A,B), GAD (A, rojo; neuronas glutamatérgicas), D3R (B, rojo) y DAPI (A,B; tincion
nuclear, azul ), en animales control (VEH-ND), en ratones que sufrieron derrota social (VEH-SD) y en
aquellos que recibieron una inyeccion de SB-277011-A (24 mg/kg) antes del episodio de derrota
social (SB24-SD). Escala de la barra, 50 pm.
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4.4. Implicacion del D3R en BLA y en el DG en la recaida en la

CPP provocada por un priming de cocainay por estrés social

La funcion del D3R en el refuerzo, motivacion y autocontrol, le confiere
un papel destacado en la adiccion (165). Dado que la liberacion de DA desde
sus terminaciones, que provienen del VTA, regula la actividad de las areas del
cerebro, como BLA y DG, involucradas en el procesamiento de recuerdos
relacionados con el consumo de drogas y en la recaida en los comportamientos
de busqueda de drogas, (166-172), y puesto que el consumo de sustancias de
abuso induce neuroplasticidad en las sinapsis dopaminérgicas (173) y que se
ha postulado que DAT esta bajo control del D3R (174, 175), evaluamos la
expresion de ambos en BLA y DG después de la recaida en la CPP
desencadenada por un priming de cocaina o por un episodio agudo de derrota

social.

4.4.1 Larecaida en la CPP inducida por un priming de cocaina o por
estrés social modificd la expresion D3R y DAT en BLA, pero no en DG

hipocampal

El ANOVA de una via para la expresion de DAT y D3R en BLA tras la
recaida inducida por un priming de cocaina puso de manifiesto diferencias
significativas entre tratamientos (F (2,18) = 3.759, p= 0.0432 para DAT; F (2,18)
= 3.662, p = 0.0463 para D3R). El test post hoc de Turkey mostré un
incremento no significativo en la expresiéon de D3R y DAT en BLA tras de la
recaida en la CPP desencadenada por un priming de cocaina con respecto a
los animales control, a los que se les administré una inyeccion de salino (Fig.
48A, B). Ademas, a pesar de que SB-277011-A no bloqueo la recaida en el
CPP, si que provocd una disminucion significativa de los niveles de ambas

proteinas en esta region (Fig. 48A, B).

El ANOVA de una via para la expresion de DAT y D3R en DG después
de la recaida inducida por un priming de cocaina no evidencio diferencias
significativas entre tratamientos (F (2,17) = 1.603, p= 0.2302 para DAT; F (2,19)
=2.737, p = 0.0903 para D3R). Igualmente, el test de Tukey no revel6 cambios
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en la expresion de D3R y DAT en el DG de ratones que recibieron un priming
de cocaina en comparacion con sus respectivos controles (Fig. 48C, D) ni de
animales pretratados con el antagonista del D3R (Fig. 48C, D).
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Figura 48. Analisis semicuantitativo de la expresion de D3R y DAT en BLA (A,B) y en DG (C,D). Los
ratones fueron condicionados a cocaina y después de 60 dias de abstinencia recibieron una inyeccién de
salino (veh + sal; controles), un priming de cocaina (12,5 mg/kg; veh + coc prime) o una inyeccion del
antagonista D3R SB-277011-A (24 mg/kg) antes del priming de cocaina (SB 24 + priming coc). A
continuacion se realizé un test de CPP durante 15 minutos. Se produjo una disminucion significativa de la
expresion de D3R y DAT en BLA en animales pretratados con SB-277011-A, * p< 0.05 vs veh + coc; pero
no se observaron cambios significativos en los niveles de D3R o DAT en ningin grupo en DG.
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El ANOVA para la expresion de DAT y D3R en BLA después de la
reactivacion de la CPP provocada por un episodio agudo de estrés social
revelo diferencias significativas entre tratamientos (F (3,23) = 8.035, p= 0.0008
para DAT; F (3,22) = 6.079, p = 0.0036 para D3R). Paralelamente, el test de
Tukey mostré un incremento no significativo en la expresion de D3R y DAT en
BLA (Fig. 49A, B) tras la recaida en la CPP desencadenada por una sesion
aguda de estrés social con respecto a los controles. La administracion de SB-
277011-A disminuyd significativamente los niveles de D3R y DAT observados

tras la recaida en la CPP en esta area (Fig. 49A, B).

El ANOVA no manifesté diferencias significativas entre tratamientos para
la expresion de DAT y D3R en DG después del CPP-reinst provocado por un
episodio agudo de estrés social (F (3,24) = 0.6896, p= 0.5673 para DAT; F
(3,25) = 2.441, p = 0.0879 para D3R). La prueba de Tukey tampoco puso de
manifiesto cambios significativos en los niveles de D3R y DAT en el DG de
ratones con estrés social que restablecieron la CPP pretratados con vehiculo,
ni de aquellos que fueron pretratados con el antagonista y que no recayeron
(Fig. 49C, D).
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Figura 49. Expresion de D3R y DAT en BLA (A,B) y en DG (C,D). Los ratones fueron condicionados a
cocaina y después de 60 dias de abstinencia sufrieron un encuentro social no agresivo (veh + no derrota;
controles), un encuentro con derrota (veh + SD) o una inyeccién del antagonista D3R SB-277011-A (12 o
24 mg/kg) antes del encuentro con derrota social. A continuacion se realizé un test de CPP durante 15
minutos. Se observaron cambios significativos en los niveles de D3R y DAT entre los grupos en BLA pero
no en DG. D3R: * p< 0.05 vs veh + ND; * p< 0.05, ™" p< 0.01 vs veh + SD.

4.4.2 La recaida en la CPP provocada por un priming de cocaina o

por estrés social, disminuyo la activacion de mTOR en BLA y DG

La sefializacion de mTOR es esencial en el NAc para el restablecimiento
inducido por sefial de la autoadministracion de cocaina en ratas (176) y, en el
hipocampo y la amigdala, desempefia un papel importante en la plasticidad
sinaptica relacionada con la reconsolidacion de la CPP inducida por cocaina y
en el procesamiento de otras memorias de comportamiento (55, 177, 178). Por
ello, hemos estudiado la expresion de mTOR fosforilado (activado; pmTOR) en
BLA y DG tras del restablecimiento de la CPP provocado por un priming de

cocaina y un episodio agudo de derrota social.

El ANOVA de una via para la expresion de pmTOR en BLA tras la
recaida inducida por un priming de cocaina mostro diferencias significativas
entre tratamientos (F (2,26) = 5.270, p= 0.0120). Paralelamente, mediante la
prueba de Tukey, los resultados mostraron una disminucién significativa en la

relacion pmTOR/MTOR en BLA después de la recaida en la CPP provocada
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por un priming de cocaina, que fue antagonizado mediante la administracion de
24 mg/kg de SB-277011-A (Fig. 50A). Por otra parte, el ANOVA de una via
para la fosforilacion de mTOR en DG tras la recaida inducida por un priming de
cocaina mostro diferencias significativas entre tratamientos (F (2,28) = 8.016,
p= 0.0018). El test de Turkey indic6é que el bloqgueo de D3R disminuyo
significativamente dicha fosforilacion con respecto a los animales control (Fig.
50B).

El ANOVA de una via para la ratio de fosforilacion de mTOR en BLA
después del CPP-reinst provocado por un episodio agudo de estrés social
mostro diferencias significativas entre tratamientos (F (3,31) = 17.96, p<
0.0001). La prueba de Tukey puso de manifiesto que después de la recaida de
la CPP provocada por un episodio agudo de derrota social hubo una menor
ratio de fosforilacion de mTOR en el BLA con respecto a los animales control.
El bloqueo del D3R evité dicha disminucioén (Fig. 50C).

El ANOVA de una via para la fosforilacion de pmTOR en DG después de
la restauracion provocada por un episodio agudo de estrés social no mostré
diferencias significativas entre tratamientos (F (3,36) = 2.846, p = 0,0511).Sin
embargo, el test de Turkey mostré que la relacion pmTOR/mTOR disminuy6
significativamente en el DG después del restablecimiento de la CPP provocado
por un episodio agudo de derrota social, y esta disminucién fue revertida por el
pretratamiento con SB-277011-A previamente al episodio agudo de estrés (Fig.
50D).
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Figura 50. Andlisis semicuantitativo representativo de la ratio pmnTOR/mTOR en BLA (A, C) y en DG (B,
D). Los ratones fueron condicionados a cocaina y después de 60 dias de abstinencia recibieron una
inyeccion de salino (veh + solucion sal; controles), una dosis priming de cocaina (12,5 mg/kg; veh + coc
prime) o una inyeccién del antagonista D3R SB-277011-A (24 mg/kg) antes del priming de cocaina (SB 24
+ priming coc); sufrieron un encuentro social no agresivo (veh + no derrota; controles), un encuentro
antagonico (veh + SD) o una inyeccién del antagonista D3R SB-277011-A (12 o 24 mg/kg) antes del
encuentro agonista con derrota. Se realizé6 una prueba de preferencia que proporcioné a los animales
acceso libre a ambos compartimentos del aparato de CPP durante 15 minutos. Se observaron cambios
significativos en * p< 0.05, * p< 0.05 vs veh + sal (A); ** p< 0.01 vs veh + sal (B); * p< 0.05 vs veh + ND
(C); ** p< 0.01 vs veh + ND, " p< 0.05 vs veh + SD (D).
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4.5. Caracterizacion de neuronas que expresan D3R en laBLA Yy
DG

La BLA es necesaria para el procesamiento de la memoria asociada con las
drogas y para la recaida en la busqueda de drogas inducida por el estrés (167,
179). Esta compuesta principalmente por neuronas glutamatérgicas
piramidales, interneuronas GABAérgicas en menor proporcion y células
neurogliales (180). Asimismo, el DG, una estructura del hipocampo organizada
en capas, procesa la informacion para producir recuerdos episédicos y es
esencial para la adquisicion de la CPP de cocaina (90, 181) . En consecuencia,
estudiamos, mediante IF, las poblaciones neuronales que expresaban D3R en
BLA y DG, asi como la posible colocalizacion de D3R con pS6, (como un

marcador de la actividad de la via mTORCL1).

Nuestro estudio mostré que, en la BLA, la mayoria de las neuronas
positivas para D3R eran glutamatérgicas (Figs. 51, 52), aunque algunas
neuronas GABAérgicas también expresaban D3R (Figs. 53, 54). Es importante
destacar que encontramos que D3R y pS6 colocalizan en neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas en la BLA, lo que respalda que D3R podria
controlar la actividad de mTORCL1 durante el restablecimiento de la CPP de

cocaina inducida por un estrés social.
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Figura 51. Imagenes representativas de
secciones coronales de la BLA que expresaron
D3R (rojo), pS6 fosforilada (activada; verde) y
GLS2 (magenta; neuronas glutamatérgicas) en
los controles (veh-sal) y tras la recaida inducida
por un priming de cocaina (veh-coc prime). La
colocalizacién de D3R/GLS2, D3R/pSé,
pS6/GLS2 y D3R/pS6/GLS2 también se muestran
en la figura. Barras de escala: 50 ym.
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D3R/GSL2 D3R/pS6 pS6/GLS2 pS6/D3R/GLS2

Figura 52. Imagenes representativas de secciones coronales de la BLA que expresaron D3R (rojo), pS6 fosforilada
(activada; verde) y GLS2 (magenta; neuronas glutamatérgicas) en los controles (veh-ND), tras la recaida inducida
por derrota social (veh-SD) y tras recibir una inyeccién de antagonista D3R SB-277011-A (24 mg/kg i.p. previo a la
induccién de la recaida por SD. La colocalizacion de D3R/GLS2, D3R/pS6, pS6/GLS2 y pS6/D3R/GLS2 también se
muestran en la figura. Barras de escala: 50 ym.

98



RESULTADOS Rocio Guerrero Bautista

Veh - sal Veh - coc prime

D3R/GAD GAD pS6 D3R

D3R/pS6

Figura 53. Imagenes representativas de
secciones coronales de la BLA que expresaron
D3R (rojo), pS6 fosforilada (activada; verde) y
GAD (magenta; neuronas gabaérgicas) en los
controles (veh-sal) y tras la recaida inducida por
un priming de cocaina (veh-coc prime). La
colocalizacién de D3R/GAD, D3R/pS6, pS6/GAD
y D3R/pS6/GAD también se muestran en la
figura. Barras de escala: 50 pm.

pS6/GAD

pS6/D3R/GAD
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D3R/GAD D3R/pS6 pS6/GAD pS6/D3R/GAD

D3R pS6 GAD

Figura 54. Imagenes representativas de secciones coronales de la BLA que expresaron D3R (rojo), pS6 fosforilada
(activada; verde) y GAD (magenta; neuronas gabaérgicas) en los controles (veh-ND) y tras la recaida inducida por
un episodio de derrota social (veh-SD) y tras recibir una inyecciéon de antagonista D3R SB-277011-A (24 mg/kg i.p.
previo a la induccion de la recaida por SD. La colocalizacién de D3R/GAD, D3R/pS6, pS6/GAD y pS6/D3R/GAD
también se muestran en la figura. Barras de escala: 50 pm.

De manera similar, las imagenes de IF del DG manifestaron que D3R se
expresa en neuronas glutamatérgicas y en algunas neuronas GABAérgicas de
las capas granular y polimérfica tras del restablecimiento de la CPP inducida
tanto por un priming de cocaina (Figs. 55, 56) como por derrota social (Figs.
57,58). De manera relevante, todas las neuronas positivas para D3R
coexpresaron pS6, sosteniendo asi que D3R podria regular la via mTORCL1 en
el DG en la recaida en la CPP de cocaina inducida por un priming de cocaina y
por un episodio de derrota social.
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Figura 55. Imagenes representativas de
secciones coronales de DG que expresaron D3R
(rojo), pS6 fosforilada (activada; verde) y GLS2
(magenta; neuronas glutamatérgicas) en los
controles (veh-sal) y tras la recaida inducida por
un priming de cocaina (veh-coc prime). La
colocalizacién de D3R/GLS2, D3R/pSé,
pS6/GLS2 y D3R/pS6/GLS2 también se muestran
en la figura. Barras de escala: 50 um.



RESULTADOS

Veh - sal Veh - coc prime

pS6/GAD D3R/pS6 D3R/GAD GAD pS6 D3R

pS6/D3R/GAD

102

Rocio Guerrero Bautista

Figura 56. Imagenes representativas de
secciones coronales de DG que expresaron D3R
(rojo), pS6 fosforilada (activada; verde) y GAD
(magenta; neuronas gabaérgicas) en los controles
(veh-sal) y tras la recaida inducida por un priming
de cocaina (veh-coc prime). La colocalizacion de
D3R/GAD, D3R/pS6, pS6/GAD y pS6/D3R/GAD
también se muestran en la figura. Barras de
escala: 50 ym.
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D3R/GSL2 D3R/pS6 pS6/GLS2 pS6/D3R/GLS2

Figura 57. Imagenes representativas de secciones coronales de DG que expresaron D3R (rojo), pS6
fosforilada (activada; verde) y GLS2 (magenta; neuronas glutamatérgicas) en los controles (veh-ND), tras la
recaida inducida por un episodio de derrota social (veh-SD) y tras recibir una inyeccién de antagonista D3R
SB-277011-A (24 mg/kg i.p. previo a la induccion de la recaida por SD. La colocalizacién de D3R/GLS2,
D3R/pS6, pS6/GLS2 y pS6/D3R/GLS2 también se muestran en la figura. Barras de escala: 50 ym.

D3R/GAD D3R/pS6 pS6/GAD pS6/D3R/GAD

Figura 58. Imagenes representativas de secciones coronales de DG que expresaron D3R (rojo), pS6
fosforilada (activada; verde) y GAD (magenta; neuronas gabaérgicas) en los controles (veh-ND) vy tras la
recaida inducida por un episodio de derrota social (veh-SD) y tras recibir una inyeccién de antagonista D3R
SB-277011-A (24 mg/kg i.p. previo a la induccion de la recaida por SD. La colocalizacion de D3R/GAD,
D3R/pS6, pS6/GAD y pS6/D3R/GAD también se muestran en la figura. Barras de escala: 50 ym.
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V. DISCUSION

5.1 El D3R esta involucrado en la recaida en la CPP inducida

por cocainay desencadenada por estrés social y fisiolégico

En este estudio hemos utilizado el paradigma de la CPP para
valorar la posible implicacién del D3R en las recaidas (reinstatement) en el
comportamiento de busqueda de cocaina desencadenadas por un priming de
esta droga y por diferentes tipos de estrés (social y fisiolégico). Ademas, se
determind la respuesta del eje HHA (como marcador de respuesta al estrés) al
blogueo de los D3R. Aqui, describimos un papel previamente poco conocido
para el D3R en el restablecimiento de las memorias asociadas a la cocaina,
inducidas por el estrés psicosocial. Encontramos que una inyeccion aguda del
antagonista selectivo del D3R, SB-277011-A redujo significativamente la
reactivacion de la CPP inducida por cocaina en animales que sufrieron derrota
social y que habian extinguido previamente la respuesta de CPP. Se obtuvieron
resultados similares al aplicar diferentes episodios de estrés fisiolégicos, como
la inmovilizacién y el pinzamiento de cola. Estos resultados indican que la
neurotransmision dopaminérgica, a través de la estimulacion de D3R, es critica
para la recaida en la CPP provocada por diferentes tipos de estrés en animales
que habian extinguido la CPP. Por el contrario, SB-277011-A no altero la
recaida provocada por un priming de cocaina.

De acuerdo con estudios previos (161), encontramos que en ratones el
emparejamiento con la administracion de cocaina y sefales visuales y tactiles
especificas producia un CPP robusto. A través de sesiones repetidas de
entrenamiento de extincion (exposicion al contexto previamente asociado con
la droga sin tratamiento con ella), la preferencia de lugar se extinguio, de
acuerdo con los estudios reportados previamente (52, 64, 146). Actualmente
estd ampliamente aceptado que la extinciébn de los recuerdos de drogas es
ampliamente aceptada para involucrar un nuevo aprendizaje que inhibe o

sobre-escribe el aprendizaje inicial, pero que no produce un olvido del mismo.
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Por ello, la extincion de estos recuerdos no ha demostrado ser eficaz para
reducir la recaida/restauracion tanto de humanos como de roedores (57, 182).
De hecho, descubrimos que la exposicion de los ratones al estrés
social/emocional, como la derrota en una interaccion social, fue muy efectiva
para restablecer la CPP, mientras que un encuentro agonistico sin derrota con

un ratén no agresivo (control) no indujo el restablecimiento de la CPP.

Es importante destacar que el presente estudio puso de manifiesto que
una administracion aguda de 24 mg/kg del antagonista selectivo D3R, SB-
277011-A evitdé por completo la reactivacion de la CPP inducida por cocaina y
desencadenada por la derrota social después de haber extinguido el
comportamiento adictivo. Hasta donde sabemos, estos resultados proporcionan
la primera ilustracion (si examinamos el potencial terapéutico de los
antagonistas de D3R como prevencion de la recaida a cocaina inducida por el
estrés social) de que la estimulacion de D3R podria desempefiar un papel
esencial en la reactivacion, previamente extinguida, de la CPP inducida por
cocaina y provocada por el estrés social. Se ha demostrado que los encuentros
de derrota social aumentan la liberacién de DA en la via mesolimbica (183,
184). Nuestros resultados son consistentes con estos estudios que muestran
que el estrés aumenta la actividad de las neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas. Por lo tanto, al antagonizar la sefializacion de DA en los D3R
postsindpticos, SB-277011-A inhibiria los efectos de liberacion de este

neurotransmisor.

Uno de los efectos mas estudiados sobre los antagonistas de D3R es su
capacidad para bloquear la busqueda de drogas desencadenada por estimulos
ambientales asociados a drogas, en diferentes modelos animales con recaida
en la conducta de busqueda de drogas (185-188). EI D3R se expresa
altamente en las neuronas cerebrales inervadas por la via de recompensa
dopaminérgica mesolimbica, como NAc, y se postula que participa de manera
critica en recompensas, emociones, motivacion y enfermedades como la

esquizofrenia y la adiccion (189, 190).
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Se ha postulado que el estrés puede inducir el restablecimiento de la
cocaina al reactivar el valor motivacional de las sefiales condicionadas por las
drogas (191). De acuerdo con ello, se ha demostrado que los antagonistas
selectivos de D3R disminuyen la motivacion para las drogas de abuso y el
comportamiento de busqueda de la misma (135, 192, 193). Aunque no se
conoce bien el proceso por el que el D3R interviene en el efecto condicionado a
cocaina inducida por el estrés social, el estudio actual podria sugerir que la
activacion del D3R estaria involucrado en las asociaciones entre sefales y los
efectos subjetivos de la droga y/o en la motivacion para obtener las sefiales
condicionales, ya que el antagonista selectivo de D3R SB-277011-A atenud
ese efecto.

En nuestro estudio, el numero de entradas totales a ambos
compartimentos y las entradas a la sala emparejada con cocaina, sufrieron un
aumento durante la reactivacién de la CPP inducida por la derrota social, o que
indica que el estrés social indujo actividad locomotora durante la reactivacion
de la CPP, lo cual se asemeja a la respuesta a la cocaina, la cual induce
actividad locomotora (194) . Esto podria indicar que dicha hiperactividad estaria
desencadenada por los estimulos contextuales asociados con cocaina y otras
sustancias de abuso, y se ha propuesto que estaria asociada con las
propiedades motivadoras de incentivos (195), aunque los aspectos
motivacionales no se pudieron evaluar en el procedimiento utilizado en el
presente trabajo, ya que los animales no realizaron ninguna tarea operante.
Nuestros hallazgos también mostraron que los animales derrotados tratados
con SB-277011-A mostraron una disminucién tanto de las entradas totales
como de las entradas al compartimento emparejado con cocaina, y no se
observaron diferencias entre el nUmero de entradas a la camara emparejada
con cocaina y a la camara emparejada con solucion salina, lo que refuerza la
idea de que el antagonista D3R produce una ocupacion selectiva de dichos

receptores.

La inhibicion por el bloqueo del D3R en la CPP inducida por cocaina
también podria implicar una interrupcién de la memoria. Sin embargo, esto es

poco probable, ya que se ha observado que SB-277011-A no altera el
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aprendizaje o la memoria en los roedores, sino que mejora la memoria social
(122, 196). En estudios realizados en humanos, se ha comprobado que los
antagonistas selectivos del D3R mejoran los aspectos cognitivos en pacientes
esquizofrénicos, incluyendo memoria, reconocimiento social, atencion y funcién
ejecutiva (197). Conjuntamente, los datos del presente estudio y estos
resultados previos podrian explicar en parte como el antagonismo del D3R
atenta el restablecimiento de la CPP inducida por cocaina y desencadenada

por el estrés social.

En este estudio, también hemos utilizado el estrés social frente a dos
tipos de estrés fisiologicos (restriccion fisica de movimiento y dolor por
pinzamiento de la cola) para comparar los efectos del antagonismo del D3R en
dichos tipos de estrés. De acuerdo con otros estudios que utilizan estrés
fisioldgico, como descargas de impulsos eléctricos en las patas de ratas (140),
nuestros resultados mostraron que SB-277011-A también disminuy6 el
restablecimiento de la CPP provocado por la inmovilizacion y por el
pinzamiento de la cola, aunque fue necesaria una dosis mas alta (48 mg/kg)
que la utilizada para inhibir las recaidas al estrés social, por lo que nos
planteamos si este efecto inhibitorio podria ser atribuible al bloqueo del D2R en
lugar del antagonismo selectivo del D3R. Sin embargo, otros estudios han
comprobado que SB-277011-A (hasta 90 mg/kg) y otros antagonistas
selectivos del D3R no tienen ningun efecto sobre la locomocion espontanea o
inducida por estimulantes y no producen catalepsia cuando se administran en
dosis superiores a dos veces a la dosis mas alta utilizada en el presente
experimento, en contraste con los antagonistas D2R (188). De hecho, SB-
277011-A tiene una selectividad de 80 a 100 veces mayor sobre el D3R que
sobre otros receptores dopaminérgicos y una alta afinidad por el D3R humano
(pKi, 7.95) y rata (pKi, 7.97) (198). Ademas, el SB-277011-A invierte los niveles
de DA extracelular en el NAc (rico en D3R) producido por el agonista de D3R
guinerolano, mientras que dicho efecto del agonista sobre la DA extracelular en
el estriado dorsal (pobre en D3R; rico en D2R) no se revierte con dosis mas
altas de SB-277011-A, ni por la dosis mas alta utilizada en el presente estudio
(199).
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Nuestro estudio también muestra que, en contraste con lo observado
durante la reactivacion de la CPP inducida por el estrés social, los ratones
expuestos a estrés fisiolégico no mostraron hiperlocomocion, como se pudo
comprobar al cuantificar el nimero de entradas a ambas camaras. Esto
implicaria que pasaron mas tiempo en la cdmara emparejada con cocaina sin
aumentar el nimero de cruces entre camaras y podria indicar que los estimulos
contextuales relacionados con el uso de una droga adquieren un valor
emocional mas fuerte tras de la reactivacion de la CPP por inmovilizacion o por
dolor que por estrés social. También es posible que estas diferencias
probablemente reflejen que la respuesta al estrés dependeria de la naturaleza
del contexto, como se ha sugerido previamente (147). También podria
plantearse la hipétesis de que el estrés fisiolégico aumenté la memoria
gratificante de la cocaina, lo que motivo a los animales a permanecer en esta
camara por periodos mas largos, de acuerdo con estudios previos (200). Sin
embargo, no se puede descartar una posible disminucion inespecifica de la
actividad locomotora inducida por SB-277011-A a las dosis mas altas utilizadas
en el presente trabajo, por lo que se necesitan mas estudios para abordar este
problema. En conjunto, podriamos concluir que el efecto atenuador de SB-
277011-A sobre la recaida en la CPP inducida por estrés fisiolégico no puede
interpretarse facilmente sobre la base de nuestros resultados. Por otra parte, la
diferencia en la potencia aparente de SB-277011A en la reduccion de las
recaidas inducidas por episodios de estrés sociales frente a episodios de estrés
fisiolégicos, podria estar relacionada con los diferentes mecanismos
anatdmicos por los cuales estos tipos de estrés influyen en el sistema

dopaminérgico mesolimbico.

5.2. SB-277011-A no impidi6 las recaidas en la CPP inducida

por cocainay provocada por un priming de cocaina

La adiccidén a cocaina se caracteriza por una susceptibilidad persistente
a las recaidas, por lo que la reexposicion a la misma ha sido identificada como

uno de los determinantes mas importantes de recaida en humanos y en
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modelos con animales de experimentacion. Como se indicd anteriormente, el
sistema dopaminérgico mesolimbico esta criticamente involucrado en el
comportamiento de busqueda de drogas inducido por cocaina o por sefiales
externas asociadas a su consumo (165, 201). Ademas, la creciente evidencia
sugiere que los D3R cerebrales (particularmente en el NAc) estan regulados al
alza (up-regulation) tras una ausencia prolongada de la autoadministracién
cronica de cocaina, tanto en animales experimentales como en humanos (202,
203). En consecuencia, el bloqgueo de D3R podria antagonizar el
comportamiento de busqueda de cocaina inducida por cocaina o por sefales.
Este postulado es consistente con el estudio de Xi et al. (204) que pone de
manifiesto que microinyecciones de SB-277011-A en el NAc o en la amigdala

inhiben la busqueda de cocaina inducida por sefales.

Aqui mostramos que una inyeccion de priming de cocaina reactivo la
respuesta de CPP extinguida, de acuerdo con estudios anteriores (185).
Nuestro estudio también mostré que la administracion de 24 o 48 mg/kg de SB-
277011-A no atenud la reactivacion de la respuesta de CPP inducida por
cocaina después de la extincién de la CPP. Se ha informado que el antagonista
de D3R NGB 2904 inhibié significativamente el restablecimiento provocado por
2 mg/kg, pero no 10 mg/kg de cocaina (205). De manera similar, SB-277011-A
inhibe el refuerzo inducido por cocaina, excepto a altas dosis de cocaina (193).
Es bien sabido que la cocaina, al bloquear DAT induce un aumento de DA
extracelular en el NAc (206). Por lo tanto, es posible que la dosis de cocaina
utilizada en el presente estudio produzca un aumento importante en los niveles
de DA y que las acciones de antagonismo de SB-277011-A dependan de los
niveles endogenos de DA, lo que a su vez puede explicar por qué las mismas
dosis de SB-277011-A que producen la inhibicion de la derrota social y los
distintos tipos de estrés fisioldgicos provocados por el restablecimiento de la
conducta de busqueda de drogas no tuvieron ningun efecto en el grupo

experimental que recibié un priming de cocaina (12.5 mg/kg).

En general, estos datos sugieren que una diferencia fundamental en la
eficacia terapéutica potencial de los agentes antagonistas de D3R depende de

la cantidad de cocaina presente a nivel sistémico. Dado que los hallazgos
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anteriores han demostrado que SB-277011-A atenla las propiedades
gratificantes de la cocaina segun lo medido por la CPP (188), otra posible
explicacion es que la CPP inducida por cocaina es mas vulnerable al
antagonismo de D3R que el restablecimiento inducido por la misma. El hecho
de que el antagonismo D3R no bloquet el restablecimiento de CPP provocado
por la droga, sino que evitd su restablecimiento cuando fue provocado por
factores estresantes sociales y fisioldgicos, respalda la existencia de
diferencias neurobiolOgicas ya conocidas entre la recaida inducida por la droga

y el estrés (207).

5.3. Diferente papel de los glucocorticoides en la atenuacion
del restablecimiento inducido por estrés y priming de cocaina

previo bloqueo de D3R

El eje HHA a través de la liberacibn de glucocorticoides v,
posteriormente, la concentraciébn de glucocorticoides cerebrales, desempefia
un papel clave en la mediacion de los efectos de refuerzo de las drogas de
abuso y recaida inducida por el estrés (208, 209). Se hipotetiza que estos
efectos de los glucocorticoides son atribuibles a la activacién de las neuronas
dopaminérgicas en el VTA y al aumento de la liberacién de DA en el NAc (210)
(210) y respaldan que los glucocorticoides pueden estar involucrados en la
vulnerabilidad a la recaida después de la abstinencia, particularmente durante
situaciones estresantes (211).

Abordamos aqui la posible participacion de los glucocorticoides en la
inhibicion del restablecimiento del comportamiento de busqueda de cocaina
inducido por el estrés social que se observo en animales pretratados con el
antagonista D3R, SB-277011-A. Nuestros resultados mostraron que hubo un
aumento en la liberacion de corticosterona durante la reincorporacion inducida
por la derrota social, la inmovilizacién, el pinzamiento de la cola y el priming de
cocaina. Ademas, encontramos que niveles mas altos de glucocorticoides se
correlacionaron con scores mas altos durante el restablecimiento inducido por

el estrés psicosocial y fisiolégico, pero no en el restablecimiento de la CPP
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inducido por un priming de cocaina. Ademas, la respuesta a la corticosterona
en animales derrotados, asi como en ratones que sufrieron un estrés
fisiolégico, se correlaciono significativamente con las entradas de cocaina. Por
lo tanto, la liberacién de glucocorticoides relacionada con el eje HHA podria
mediar al menos parcialmente el comportamiento de busqueda de cocaina

inducido por el estrés, como se ha propuesto (209).

Por el contrario, los resultados de nuestro estudio sefialan que los
glucocorticoides no son criticos para el restablecimiento de la CPP inducido
por un de priming cocaina, dado que no encontramos una correlacion
significativa entre las concentraciones de corticosterona en plasma y el score
de la CPP en la recaida. Se sabe que, si bien la adrenalectomia no bloqueé el
restablecimiento de la autoadministracion de cocaina inducida por un priming
de cocaina en ratas, este restablecimiento fue atenuado por la administracion
i.c.v. de un antagonista selectivo del receptor CRF1(212), lo que sugiere que el
CRF pero no los glucocorticoides estarian involucrados en el restablecimiento
inducido por la cocaina. Ademas, también se ha demostrado que los
inhibidores de la sintesis de corticosterona tampoco lograron bloquear el
restablecimiento de la busqueda de drogas en ratas desencadenado por un
priming de cocaina (213). En conjunto, estos datos apoyan un papel disociable
para los glucocorticoides en el restablecimiento de la CPP y sugieren que los
aspectos subjetivos y de comportamiento del restablecimiento de la CPP
inducida por cocaina posiblemente no estén asociados con los

glucocorticoides.

En animales socialmente derrotados pretratados con SB-277011-A hubo
un paralelismo entre los niveles de corticosterona y el comportamiento. Por lo
tanto, la dosis mas baja de SB-277011-A no evité el restablecimiento o la
liberacién de corticosterona, mientras que los ratones que recibieron SB-
277011-A a la dosis de 24 mg/kg, que inhibié el restablecimiento inducido por la
derrota social, mostraron niveles de corticosterona igual que en condiciones
basales. Estos datos sugeririan que la activacion de D3R podria mediar al
menos parcialmente el restablecimiento social inducido por la derrota a través

de la liberacion de corticosterona relacionada con el eje HHA. Tales hallazgos
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son consistentes con los informes de que la derrota social desencadend la
liberacibn de DA en la NAc, mientras que este efecto disminuyd en ratones
privados del receptor de glucocorticoides (214).

Por lo tanto, al antagonizar el receptor D3R, SB-277011-A puede inhibir
los efectos de la liberacion de glucocorticoides inducida por el estrés. Juntos,
estos hallazgos sugieren que el D3R puede ser un punto de interseccién crucial
entre el estrés social y el restablecimiento de drogas. Los niveles de
corticosterona en plasma no diferian entre animales sometidos a encuentros
sociales agudos con ratones desconocidos (ratones sociables, controles), que
no mostraron reincorporacién, y entre ratones derrotados. Estos hallazgos
sugieren gue el restablecimiento inducido por la derrota social no solo dependia
de la respuesta del eje HHA y podria llevar a la idea de que los individuos
sociables y derrotados procesan informacién motivadoramente relevante de
diferentes maneras y por diferentes sistemas neuronales y, por lo tanto, pueden

ser 0 no sensibles a diferentes desencadenantes de reincorporacion/recaida.

Por otro lado, los resultados actuales mostraron que en animales
pretratados con SB-277011-A a dosis de 24 y 48 mg/kg antes de sufrir estrés
fisiol6gico hubo una disminucion dependiente de la dosis de los niveles
plasmaticos de corticosterona. Sin embargo, solo la dosis mas alta de SB-
277011-A previno el restablecimiento. Esto podria significar que las neuronas
dopaminoceptivas en el sistema mesolimbico responderian de manera mas
sensible a la corticosterona liberada por el estrés fisioldgico, lo que resultaria
en una fuerte activacion de las neuronas dopaminérgicas y, en consecuencia,
en una liberacion amplificada de DA en el NAc, y podria explicar que es
necesaria una dosis alta de SB-277011-A para antagonizar el restablecimiento
inducido por el estrés. Nuestro estudio también mostré que el pretratamiento
con SB-277011-A revirtio los niveles plasmaticos mejorados de corticosterona
inducidos por un priming de cocaina, pero no bloqueo el restablecimiento de la
CPP. Estos datos parecen validar la hipotesis de un papel disociable para los
glucocorticoides en el restablecimiento de la conducta de busqueda de
cocaina, que dependeria del tipo de estimulo que desencadena el

restablecimiento.
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En resumen, la recaida de cocaina es un fenbmeno complejo, que
involucra una variedad de circuitos cerebrales y receptores que varian debido a
los detalles experimentales de los estudios en animales. Nuestro estudio podria
indicar que D3R modula la reactivacion del valor del incentivo y/o la memoria
gratificante de las sefales asociadas a la cocaina inducidas por el estrés social
y fisiolégico, que parece estar asociado a un mecanismo dependiente de
glucocorticoides. Aqui proporcionamos una descripcion general de los estudios
que sefialan D3R como un objetivo para la terapia farmacoldgica para tratar la

adiccion a las drogas.

5.4. Cambios en la expresion de la proteina DAT y D3R en el
NAc tras el restablecimiento de la CPP inducida por cocainay

desencadenada por un priming de cocainay por estrées social

El sistema dopaminérgico mesolimbico y, en patrticular, la DA en el NAc
es en gran parte responsable de la recompensa y el aprendizaje basado en
recompensas (215), que refuerzan los comportamientos esenciales para la
supervivencia. Las drogas de abuso modifican este sistema para mantener la
busqueda y el consumo compulsivos de drogas. La neurotransmisiéon de DA
esta regulada por DAT en terminales presinapticas de neuronas
dopaminérgicas, especificamente en las regiones como el NAc, que esta
involucrado en la ejecucion de comportamientos motivados basados en la
experiencia previa (216). Ademas de DAT, la liberacion y la sintesis de DA
estan moduladas por los autorreceptores inhibitorios D2R y D3R ubicados en
las terminales nerviosas de DA, regulando asi los niveles sinapticos de DA
(189). Otros estudios también proponen que el autorreceptor D3 también regula
la neurotransmision dopaminérgica a través de su interaccién con DAT (217).
Informes recientes han sugerido un impacto duradero de la cocaina en la
funcién del sistema dopaminérgico que proporcion6 un supuesto mecanismo de
recaida, que puede ocurrir en adictos a la cocaina después de afios de
abstinencia (218). Sin embargo, la regulaciéon de la sefalizacién acoplada a la
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accion de DA por estimulos aversivos o un priming de cocaina que causa el
restablecimiento de CPP aun no esta bien caracterizado. Abordamos aqui los
efectos del antagonismo de D3R sobre los cambios en los niveles de DAT y
D3R tras el restablecimiento de la CPP inducido por la cocaina y
desencadenado por un priming de cocaina y por estrés social. Los factores
estresantes afectan negativamente el estado emocional e impulsan la
bdsqueda de drogas y promueven la recaida en los adictos al inducir el deseo
(219, 220). Descubrimos que durante el restablecimiento de la CPP producida
tanto por el estrés social como por el consumo de cocaina, hubo una elevacién
de los niveles de DAT y D3R en la shell de NAc de ratones. Otros estudios
también han evidenciado que el craving, o deseo irrefrenable de consumo,
desencadenada por sefiales asociadas al consumo de cocaina coincidié con un
aumento de la expresion de D3R en el NAc después de una retirada
prolongada de la droga, lo que sugiere un posible papel para una mayor
sefalizacion de D3R en la ansiedad desarrollada por la cocaina (202), que esta
de acuerdo con los datos actuales. Esta bien establecido que la cocaina inhibe
al DAT, que es una proteina de la membrana plasmatica encargada de la
recaptacion de la DA liberada en la terminal nerviosa presinaptica, lo que
induce un aumento de los niveles extracelulares de DA y la sefializacion
posterior relacionada durante el abuso de drogas (221). Por otra parte, y
ademas de su papel como receptor postsinaptico clasico, el D3R se expresa en
terminales dopaminérgicos, sirviendo como autorreceptor presinaptico que
disminuye la sintesis y liberacion de DA. En conjunto, nuestros hallazgos
indicarian que el aumento en la expresion de DAT en NAc en ratones después
de un priming de cocaina y un episodio de estrés social podria ser un
mecanismo compensador neuronal para disminuir los niveles sinapticos de DA
y Su accion a nivel postsinaptico. Ademas, la regulacion al alza de D3R serviria
como mecanismo de retroalimentacion paralelo destinado a reducir los
elevados niveles de DA extracelular. De acuerdo con estos hallazgos, el uso
cronico de cocaina tiene un impacto a largo plazo en la regulacion de DAT y
por mecanismos que no estan bien definidos (222), lo que indica que los
psicoestimulantes inducen cambios fisioldgicos que podrian conducir a la
adaptacion al transportador y de los receptores presinapticos D2 y D3 durante
la adiccién a los psicoestimulantes (223). Sin embargo, el efecto agudo de la
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cocaina en la expresion de DAT es menos consistente, ya que algunos
hallazgos han demostrado que la cocaina produce un rapido aumento en los
niveles de DAT, mientras que otros no han encontrado efectos en la expresion
de DAT (224, 225).

La evidencia acumulada sugiere una eficacia limitada del procedimiento
de extincion de recuperacion de memoria de estimulo condicionado, en la
modificacion de memorias patoldgicas (174). Recientemente, el D3R ha
llamado la atencién con respecto al sistema VTA-NAc, la recompensa inducida
por drogas, la motivacion y la recaida y la manifestacion conductual de muchas
drogas de abuso. Esto ha llevado a sugerir que el D3R puede ser un objetivo
terapéutico util para los medicamentos contra la adiccion (135). Nuestros
resultados mostraron que el pretratamiento con el antagonista selectivo D3R,
SB-277011A antagonizé de manera dependiente de la dosis, el aumento en la
expresion de DAT y D3R en el shell de NAc inducida por el estrés social,
paralelamente a la atenuacion de la recaida inducido por dicho estrés que se
observé en los animales que recibieron el bloqueante de D3R. En general,
estos datos sugieren que la eficacia terapéutica potencial de los farmacos
antagonistas de D3R para atenuar la recaida inducida por el estrés implicaria

una regulacion a la baja de DAT y D3R en el NAc.

En el NAc, D3R funciona como un autorreceptor presinaptico en los
terminales dopaminérgicos que provienen del VTA y como receptor
postsinaptico en las MSN, por lo tanto, estan posicionados para modular la
liberacion de DA presinaptica y los cambios mediados por el receptor
postsinaptico en la actividad neuronal, respectivamente (139). Aunque de
nuestros resultados no podemos distinguir si la disminucion de D3R inducida
por el antagonista de D3R afecta a D3R pre y/o postsinaptico, la regulacién
negativa inducida por antagonista de D3R de la disponibilidad de DAT y D3R
conduciria a un aumento en los niveles de DA extracelular en el NAc,
concomitantemente con la capacidad del antagonista para reducir el
restablecimiento de la CPP inducida por el estrés social. Esto es algo
sorprendente, ya que en el NAc la DA es esencial para el aprendizaje
relacionado con la recompensa y para la busqueda de drogas. Recientemente,
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se ha demostrado que la busqueda de drogas inducida por el estrés puede
ocurrir en un entorno de bajo nivel de DA (226). Ademas, la evidencia de los
estudios en animales y humanos sugiere que puede ocurrir una hipoactividad
de la funcion de recompensa después de una abstinencia prolongada de las
drogas de abuso (227), y se ha especulado que el bloqueo del D3R puede
aumentar la DA extra neuronal, que se sabe que es baja en individuos adictos
(228, 229). De hecho, ensayos clinicos previos han investigado el efecto de
medicamentos que aumentan la transmisién de DA estriatal como tratamiento
de la dependencia de la cocaina, aunque se han obtenido resultados
inconsistentes (222). Tomados en conjunto, estos hallazgos y los resultados
actuales pueden sugerir que la disminucion de DAT y D3R que se observo en
animales pretratados con el antagonista de D3R aumentaria los niveles
sinapticos de DA en el NAc y atenuaria el restablecimiento inducido por la
derrota social. Por lo tanto, la capacidad selectiva del antagonista de D3R para
inhibir la regulacion positiva de DAT y D3R podria representar un posible
mecanismo para sus efectos conductuales en el restablecimiento de la CPP

inducido por la derrota social.

Anteriormente hemos observado que el subtipo D3R es critico para el
restablecimiento de la CPP inducida por el estrés, pero no para la CPP
inducida por priming de cocaina (154), lo cual se ha corroborado en el presente
estudio. Los hallazgos actuales mostraron que, aunque el antagonista de D3R
inhibidé el aumento de los niveles de DAT y D3R que fueron inducidos por un
priming de cocaina, tras un periodo de abstinencia de 60 dias
(aproximadamente equivalente a 4 afios en humanos) la CPP se restablecio
con una sola inyeccidon de cocaina (230). Tomados en conjunto, estos
resultados podrian sugerir que D3R no contribuiria al desarrollo del

comportamiento de recaida inducido por un priming de cocaina.

En resumen, los resultados presentados aqui indicaron que DAT y D3R
en el NAc estan comprometidos en la reactivacion de los recuerdos de
recompensa de cocaina. El bloqueo de D3R evito el aumento en los niveles de
DAT y D3R producidos por el estrés social, que fue acompafiado por una
atenuacion de la recaida inducida por derrota social. En conjunto, estos datos
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sugieren que la eficacia terapéutica potencial de los agentes antagonistas de
D3R para atenuar la recaida en la memoria asociada a cocaina inducida por el
estrés social podria implicar regulacion a la baja de DAT y D3R en el NAc.

5.5. Cambios en la fosforilacion de Akt y mTOR en el NAc tras
el restablecimiento de la CPP desencadenada por un priming

de cocainay por estres social

Los mecanismos subyacentes a la sefalizacion neuronal del D3R estan
pobremente caracterizados. Se ha propuesto Akt como una cascada de
sefalizacion en el estriado en la transmisién dopaminérgica y relacionada con
el comportamiento (164). Como se mencion6é anteriormente, esta bien
caracterizado que D3R activa las proteinas Gy, para inhibir la produccion de
AMPc, pero D3R también regula otras vias intracelulares, incluidas las
cascadas ERK y Akt (128). Dado que la via de sefializaciéon de Akt se ha
implicado recientemente en los efectos conductuales y celulares inducidos por
psicoestimulantes, en el presente estudio cuantificamos la expresion de Akt
fosforilado (pAkt) y pmTOR en el shell de NAc tras el restablecimiento de la
CPP inducida por estrés social y por un priming de cocaina. Los resultados
mostraron que pAkt se expresé en las MSN, de acuerdo con estudios previos
(231). Se observaron tendencias hacia un aumento en pAkt y pmTOR en el
shell de NAc, aunque no alcanzaron significacion estadistica cuando la
memoria asociada a cocaina fue reactivada por un priming de cocaina. Estos
efectos tendieron a disminuir cuando los animales se pretrataron con el
antagonista selectivo D3R. Del mismo modo, no se observaron modificaciones
significativas en pAkt y pmTOR después de la recaida inducida por la derrota
social o en animales pretratados con el antagonista D3R antes del estrés
social. Por lo tanto, seria tentador especular que la sefializacién de Akt-mTOR
en el NAc no esta regulada por la reactivacion de la memoria asociada a la
cocaina. Se necesitan mas experimentos para determinar la cascada de
sefalizacion que esta relacionada con el restablecimiento de la CPP inducida
por el estrés social y la cocaina (55).
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5.6. Modificaciones en la expresion de D3R, DAT y mTOR en
BLA y DG tras el restablecimiento de la CPP inducida por
cocaina y desencadenada por un priming de cocaina y por

estrés social

Aungue el antagonismo de D3R afectd6 de manera diferente la recaida
en la CPP, en la BLA procedente de los ratones que recibieron una inyeccién
con SB-277011-A antes de recibir un priming de cocaina o estar expuestos al
estrés social, en ambas condiciones se produjo una disminucion significativa
tanto de D3R como de DAT, lo que indicaria la participacion de diferentes
mecanismos neurobiol6gicos en estos procesos. Paralelamente, la fosforilacién
de mTOR en la BLA disminuy6 en los ratones en los que se produjo la recaida
en la CPP después de un episodio de derrota social, y esa disminucion no se
observé cuando previamente se administré SB-27701-A. En el DG no
encontramos cambios en los niveles de D3R ni de DAT tras un priming de
cocaina o0 una derrota social, lo que indica que, en contraste con BLA, la
sefalizacion directa de D3R en esta region del hipocampo no es critica en la
recaida en el comportamiento de busqueda de cocaina inducido por el estrés
social o por un priming cocaina. Sin embargo, en esta regién observamos una
reduccion de la fosforilacion de mTOR después de la recaida inducida por la
derrota social y una tendencia a la misma tras el priming cocaina. La
administracion de SB-277011-A bloqued la reduccién de pmTOR después de la

recaida provocada por el estrés social, pero no por un priming de cocaina.

La BLA patrticipa en la formacion de las asociaciones entre las drogas y
sus estimulos condicionados, asi como en las respuestas conductuales a estas
sefales previamente condicionadas (67). Este area también es esencial en las
recaidas (147, 232). Por ejemplo, la activacion de D3R en la BLA parece ser
necesaria para el restablecimiento de la busqueda de nicotina inducida por
sefiales (233). En consecuencia, uno de nuestros objetivos fue evaluar si la
expresion de D3R se altero en la BLA durante la restauracion de la CPP
inducida por el estrés social o un priming de cocaina y conocer los efectos del

bloqueo de dicho receptor. Aunque de manera no significativa, observamos que
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los niveles de D3R tendian a aumentar en la BLA de los ratones que recaen en
ambas condiciones. Estos datos indican, paralelamente a lo observado en el
NAc, un incremento significativo de la expresion de D3R en la BLA de ratones
que recayeron en la CPP de después de un priming de cocaina o una derrota
social, y estan de acuerdo con los estudios que han mostrado un aumento de
D3R en el sistema de recompensa de adictos humanos a cocaina y de ratones
condicionados a sefiales asociadas a cocaina (195, 234). Este aumento se ha
relacionado con la asociacion de los efectos de la cocaina con los contextos
ambientales y no con la droga de abuso per se (195). Aunque en estudios
realizados en ratas con morfina cronica se ha mostrado un incremento de D3R
en areas dopaminérgicas y dopaminoceptivas (235), otros trabajos indican una
reduccion en la expresion de D3R en BLA en ratas inyectadas con heroina
durante 7 dias (173), asi como en la amigdala de consumidores humanos de
opiaceos (236). Estas discrepancias podrian deberse a los diferentes efectos
de las sustancias psicoestimulantes y los de las depresoras, como los
opiaceos, y ciertamente se necesitan mas estudios para comprender esta
disparidad. De acuerdo con lo propuesto en otros estudios (237), nuestros
resultados probablemente muestran un mecanismo adaptativo para
contrarrestar la mayor concentracion extracelular de DA asociada con el
priming de droga (238) y el estrés social (183, 184) que desencadenaron la
reactivacion de CPP, por el cual la expresion de los autorreceptores D3R en
terminales dopaminérgicos aumentaria, lo que representaria un mecanismo de
automodulacién de la neurotransmisién dopaminérgica. Cuando administramos
SB-277011-A, el aumento de D3R después del restablecimiento de la CPP
provocado por un priming de cocaina o estrés social fue antagonizado.
Nuestros datos, si bien refuerzan las evidencias de la existencia de diferentes
sustratos neurobiologicos que subyacerian en las recaidas inducidas por el
estrés o por la droga (147), son también en cierto modo sorprendentes, dado
gue también podrian indicar que, como resultado del bloqueo del D3R, tendria
lugar un aumento en la DA extracelular (239) que mediaria la inhibicién de las
recaidas inducidas por el estrés social. Sin embargo, varias investigaciones
podrian reforzar esta hipotesis. Por una parte, se ha descrito que la abstinencia
de drogas induce una baja actividad de la funcibn de recompensa
dopaminérgica (14, 240) y, consecuentemente, se ha descrito que la liberacién
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de DA esta disminuida en los adictos humanos (228). Ademas, se ha propuesto
que el estrés induce la busqueda de drogas a pesar de poseer bajos niveles de
DA (226). Incluso ensayos clinicos han probado los efectos de los tratamientos
gue aumentaron la transmisién dopaminérgica en el sistema limbico, aunque
no se obtuvieron resultados concluyentes (222). Por otro lado, se ha informado
de que la inhibicidon de las neuronas glutamatérgicas en la BLA mediada por
receptores opioides kappa es necesaria para el restablecimiento de la CPP
inducida por nicotina (241). Asumiendo el caracter inhibitorio de D3R como
receptor de la familia tipo D2, su mayor expresion en la BLA produciria la
inhibicién de las neuronas aferentes glutamatérgicas que podria ser necesaria
para la reactivacion de la CPP inducida por el estrés y, por lo tanto, el bloqueo
de D3R revertiria esa inhibicion. En su conjunto, los estudios antes
mencionados y nuestros datos podrian sefialar que la administracion de SB-
277011-A a ratones socialmente derrotados reduciria la expresion de D3R en la
BLA para prevenir la reactivacion de la CPP inducida por el estrés social, lo que
respaldaria la utilidad de los antagonistas del D3R como un tratamiento
potencial para prevenir la recaida en el abuso de cocaina inducido por el

estrés.

DAT es un transportador de monoaminas Na+/Cl- ubicado en la
membrana plasmatica de los terminales dopaminérgicos, que regula los niveles
de DA mediante la rapida recaptacion del neurotransmisor liberado. Por tanto,
este intercambiador es un factor determinante en la modulacion de la
intensidad y la duracion de la acciéon de la DA (232). Por otro lado, se sabe que
la cocaina ejerce sus principales efectos en el sistema mesocorticolimbico al
unirse a DAT e inhibir la recaptacion de DA en los terminales dopaminérgicos
que proceden del VTA, aumentando asi la concentracion extracelular de DA en
sus areas de proyeccion (242). Nuestro estudio revelé incrementos no
significativos de DAT en la BLA de ratones que recayeron en la CPP. Estudios
previos han mostrado que la activacion aguda del D3R conduce a un aumento
de la actividad DAT (243). Por lo tanto, el aumento de DAT después de la
reactivacion de la CPP podria estar mediado por D3R como mecanismo
compensatorio para disminuir los niveles extracelulares de DA (244). El efecto
del bloqueo D3R impidiendo el aumento de DAT después de la reactivacion de
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CPP apoyaria esa hipétesis. Estudios previos han propuesto la existencia de
diferentes mecanismos implicados en la modulacion de la actividad DAT por
D3R. Por ejemplo, se ha demostrado la existencia de interacciones fisicas
entre D3R y DAT que reducirian la recaptacion de DA, aunque parece
necesaria una exposicion prolongada de D3R a los agonistas (245).
Investigaciones anteriores también han demostrado que D3R controla la
actividad DAT a través de diferentes quinasas, como la proteina quinasa
activada por mitégenos y la PI3K (243), lo que ofreceria una explicacion mas

plausible de nuestros resultados.

Aqui mostramos que el restablecimiento de la CPP inducida por el estrés
social ocurre paralelamente a un aumento de DAT y D3R, encontrandose este
altimo tanto en las neuronas glutamatérgicas principales como en las
interneuronas GABAérgicas de la BLA. Esto podria ser una respuesta
compensatoria al incremento en la neurotransmision dopaminérgica inducida
por un priming cocaina (238) o el estrés social agudo (183, 184, 246). Ademas,
la activacion de D3R parece ser esencial para la recaida inducida por el estrés
social en la busqueda de drogas, aunque los mecanismos subyacentes a este
efecto no estan bien establecidos. Sin embargo, nuestros datos respaldan que
la mayor expresion de DAT mediada por D3R podria estar involucrada en este
proceso. Nuestros hallazgos pueden indicar que, mientras que en las neuronas
dopaminérgicas presinapticas la activacion de D3R participaria en el aumento
de DAT para reducir los niveles de DA extraneuronal, la activacion de D3R en
neuronas glutamatérgicas postsinapticas en la BLA mediaria en la inhibicion de
estas células, lo que podria ser critico para la recaida en el comportamiento

social de busqueda de cocaina inducida por el estrés.

En el paradigma de la CPP, el entorno asociado con la droga adquiere
propiedades gratificantes después de repetidas asociaciones. Por lo tanto, la
preferencia posterior por el compartimento asociado a la droga podria
conceptualizarse como un tipo de comportamiento de busqueda de drogas, que
puede medirse de manera diferente a la toma de droga (167). El hipocampo es
el area principal que codifica la relaciébn entre las drogas y sus sefiales
contextuales y, en particular, se sabe que la actividad de DG es vital para la
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adquisicion y recuperacion de recuerdos asociados a las drogas (170, 247).
Ademas, el DG desempefia un papel fundamental en la recaida inducida por el
estrés 0 busqueda de psicoestimulantes y opioides (91, 248, 249). De acuerdo
con nuestros datos, se ha informado que la administraciéon de antagonistas de
los receptores tipo D1 y D2 en el DG atenla la recaida en la CPP en ratas
previamente condicionadas con morfina (250, 251). Sin embargo, nuestros
resultados indican que, aunque el bloqueo sistémico de D3R evitd la recaida
por derrota social, las alteraciones en la expresion de D3R o DAT en DG
parecen no participar en este proceso. Del mismo modo, no se encontraron
cambios en los niveles de D3R o DAT después del restablecimiento de la CPP
inducida por un priming de cocaina. La regulacion por D3R de la recuperacion
de memoria mediada por DG podria estar mediada por un mecanismo indirecto
a través del control de liberacion de glucocorticoides. Se sabe que los
glucocorticoides inducen la recuperacion de la memoria episodica en el DG
(252). Resultados de este trabajo revelan que el aumento de la concentracion
plasmatica de corticosterona en ratones que recayeron en la CPP después del
episodio agudo de estrés social se correlacionaron positivamente con el score
de la post-reinst, y que esta subida de los niveles de corticosterona fue
revertida por el antagonismo D3R (154). Por lo tanto, aunque la sefalizacion de
D3R en DG podria ser esencial para la recaida inducida por el estrés social en
la busqueda de drogas, se necesita mas investigacion para esclarecer su

mecanismo.

Una de las vias de sefializacién que puede ser modulada por D3R es la
cascada PI3K-Akt-mTOR (175). mTORC1 se ha relacionado con
neuroadaptaciones inducidas por drogas y con comportamientos asociados con
estas sustancias, como la sensibilizacion locomotora y la CPP (253). Ademas,
MTORC1 desempefia un papel fundamental en la formacién, recuperaciéon y
reconsolidacién de recuerdos asociados a drogas mediante el control de la
transcripcion y la sintesis de proteinas en las dendritas a través de fosforilacion
de la quinasa de la proteina ribosOmica S6 y posteriormente de la proteina
ribosémica S6 (253, 254). Nuestros datos, que muestran una disminucion de la
fosforilacion de mTOR después de la recaida en la CPP inducida por un

priming de cocaina en la BLA, o estrés social en la BLA y DG, parecen indicar
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que la estimulacion de D3R en BLA y DG durante la reactivacion de CPP
provoca la inhibicion de mTOR, que a su vez es atenuada o prevenida por el
antagonismo de este receptor. La colocalizacién de D3R y pS6 en neuronas
aferentes glutamatérgicas de la BLA y en las células granulares de DG apoya
que la actividad de mTORC1 es dependiente de D3R en estas areas. Se han
publicado hallazgos contradictorios sobre la modulacion D3R sobre la actividad
de mTOR. El nuestro y otros grupos han informado una mayor actividad
dependiente de D3R de la via de sefializacion de mTOR en el NAc de ratones
que restablecieron la CPP después de un priming de cocaina o en varias areas
limbicas después de la administracion de ketamina (255). Por otro lado, se ha
publicado que D3R media la autofagia en el cuerpo estriado induciendo la
inhibicion de mTORC1 (256). La funcion mTOR esta modulada, ademas de por
receptores dopaminérgicos, por otros de tipo ionotropico (N-metil-D-aspartato-
NMDA, acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico-AMPA) 'y
metabotropicos (receptor metabotrépico de glutamato 5) y diferentes factores
neurotroéficos (93). Sin embargo, nuestros datos parecen indicar que el control
de D3R es esencial para el mantenimiento de la actividad basal de mTOR
durante la reactivacion de los recuerdos de cocaina inducidos por un priming
de cocaina y estrés social en DG y BLA. También se han encontrado datos
controvertidos con respecto a la actividad de mTOR en el hipocampo, la
amigdala o el NAc después de la administracion de drogas de abuso, como el
tetrahidrocannabinol (257, 258), alcohol (259), nicotina (260) o metanfetamina
(261), y durante los comportamientos relacionados con las drogas.En este
trabajo se ha observado una mayor actividad de mTOR en el NAc después del
restablecimiento inducido por una dosis de recuerdo de cocaina, y se han
reportado resultados similares tras la busqueda de alcohol (262), y también en
la amigdala (pero no en la NAc o PFC) después de la administracion de
morfina (263). Ademas, los niveles de Akt fosforilado, pmTOR y p70S6K
aumentaron significativamente en el area CA3 del hipocampo, pero no en el
CA1, NAc o VTA después de la CPP por morfina (264), y en la recaida en la
CPP inducida por la derrota social no hemos observado modificaciones en la
relacion pmTOR/mTOR en el NAc En conjunto, nuestros hallazgos y los
publicados por otros grupos sugieren que la regulacion de la via de mTOR por

las drogas y los comportamientos relacionados con las mismas podria estar
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condicionada por los estimulos y las éareas cerebrales implicadas en su

respuesta.

La actividad equilibrada de mTOR es necesaria para un procesamiento
de memoria adecuado. La sefializacibn de mMTOR ejerce esta funcion
controlando la transcripcion y la sintesis de proteinas dendriticas que median
en la potenciacion a largo plazo de fase tardia y la plasticidad sinaptica (265).
Aunque se han realizado mas investigaciones en VTA y NAc estudiando la
implicacibn de mTOR en las neuroadaptaciones inducidas por drogas, se sabe
menos sobre la funcion de esta via en el hipocampo y en la amigdala de
cerebros adictos. Parece ampliamente aceptado que el aumento de la actividad
MTOR ocurre paralelamente a un incremento de la actividad sinaptica (265).
Sobre este asunto, el estrés, que se sabe que altera los procesos cognitivos y
de memoria (266), cuando es agudo se ha relacionado con una disminucion de
la fosforilacion de mTOR en el hipocampo (267) y cuando es crénico se ha
relacionado con una disminucién de la actividad de mTOR en la amigdala
(268). Ademas, la inhibicion de mTORC1 en el hipocampo ha resultado en un
deterioro de la recuperacion de la memoria espacial (269) y en la formacion
interrumpida de la memoria de miedo contextual a largo plazo (270).Sin
embargo, en el presente estudio hemos observado una disminucién en la
fosforilacibn de mTOR en el BLA y DG de ratones que reactivaron los
recuerdos asociados a cocaina después de un episodio agudo de estrés social
o de un priming de cocaina. De acuerdo con las investigaciones antes
mencionadas, nuestros resultados sefalarian que la recaida en la CPP
inducida por drogas o estrés disminuiria los procesos de sinaptoplasticidad. Sin
embargo, Al-Ali y colaboradores (271) describieron que la inhibicion de S6K1,
una diana aguas abajo de mTOR, promueve la proliferacion de neuritas in vitro,
lo que se ha asociado con la retroalimentacion negativa mediada por P70S6K1
en la sefalizacion de PI3BK-mTOR. Concordantemente, la inhibicién de la via
MTORC1-S6K1 mejora la plasticidad sinaptica y el aprendizaje en el
hipocampo de ratones con sindrome de Angelman (272). Por lo tanto, se
necesita mas investigacion para comprender mejor la funcion mTOR en los

procesos cognitivos y de memoria.
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VI. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Las recaidas inducidas por estimulos estresantes (SD, inmovilizacion y
dolor) y su modificacién en animales pretratados con un antagonista
selectivo del D3R indican que la neurotransmision dopaminérgica, a
través de la estimulacién del D3R, es critica y podria modular de forma
diferente el restablecimiento de los comportamientos de busqueda de
drogas dependiendo del estimulo que desencadena dicha recaida.

2. La liberacién de glucocorticoides durante las recaidas y los efectos del
antagonista del D3R sugieren que dicho receptor podria constituir un
punto de confluencia crucial entre el estrés y las recaidas en la

busqueda de cocaina.

3. En el NAc shell se produjo un aumento de la expresién de DAT y D3R,
tras las recaidas en la CPP inducidas por una sesién aguda de SD vy
por un priming de cocaina tras un periodo de abstinencia. Esta
expresion se inhibié cuando se administré de forma previa una dosis
aguda del antagonista del D3R. Estos resultados indican que DAT y
D3R se hayan comprometidos en la reactivacion de las memorias de
recompensa de las drogas. El incremento en dichas proteinas durante
el estrés social fue efectivamente prevenido mediante el blogueo
selectivo del D3R, lo que paralelamente indujo una atenuacion en las
recaidas. Estos datos sugieren que la potencial eficacia terapéutica de
los farmacos antagonistas del D3R para impedir las recaidas inducidas
por estrés y asociadas a las memorias emocionales y placenteras
establecidas entre cocaina y lugar de consumo, podria involucrar una

regulacion a la baja de DAT y D3R en el NAc shell.
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4. El estudio de la activacion de la cascada de sefalizacion Akt/mTOR en
el NAc mostr6 que no existen cambios significativos en la misma
durante las recaidas en el CPP inducidas por estrés social o por un
priming de cocaina, aunque en este Ultimo caso se observd un
aumento que fue suprimido por el antagonista del D3R. Todo ello
sugiere gque dicha cascada no participaria, al menos directamente, en
dichas recaidas. La  caracterizacion, mediante estudio
inmunohistoquimico, de las poblaciones neuronales del NAc que
expresan pAkt y/o mTOR evidencio que ambas se expresan en las
neuronas GABAEérgicas de dicho nucleo, y que el D3R postsinaptico se
expresa en neuronas pAkt-positivas, lo que evidenciaria que el D3R
podria regular la sefalizacion mediada por Akt tras la exposicion a un

priming de cocaina.

5. Mientras que en la BLA la recaida en la CPP provocada por estrés social
0 por una dosis priming de cocaina produjo una disminucion de los
niveles de D3R y DAT, que fue antagonizada mediante la administracion
sistémica de SB-277011-A, estos parametros no sufrieron modificaciones
en el DG en las mismas condiciones experimentales. Por una parte,
estos datos indicarian una regulacion directa por D3R de la recuperacion
de memorias asociadas con esta droga en BLA, mientras que D3R
modularia este proceso por mecanismos indirectos en DG. Ademas,
nuestros datos podrian apuntar a que la inhibicion de las neuronas
glutamatérgicas de la BLA, subsecuente a la estimulacién de sus D3R,
podria ser necesaria para la reactivacion de las memorias asociadas al

consumo de cocaina inducidas por un episodio agudo de estrés social.

6. La recaida en la CPP tras la administracion de un priming de cocaina o
de un episodio de derrota social provoco una disminucion de la actividad
de mTOR en BLA y DG. EIl bloqueo de D3R provoco alteraciones en la
actividad de esta quinasa en ambas regiones, lo que, junto con la
colocalizacion de D3R y pS6 observada neuronas glutamatérgicas y

GABAérgicas de las mismas, apoya la hipotesis de que la actividad de
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esta ruta de sefializacion esta modulada, directa o indirectamente, por
D3R en BLA y DG, con probables consecuencias en los procesos

sinaptoplasticos de estas areas.

7. Los resultados del presente trabajo sugieren que el D3R media, al menos
en parte, los procesos emocionales y de aprendizaje que subyacen en
las recaidas en el consumo de cocaina inducidas por estrés y apoyan la
utilizacion de antagonistas de este receptor como potencial tratamiento

en humanos para la prevencion de las mismas.
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