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1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA COCAINA.

La cocaina es un alcaloide natural que incrementa la concentracion de dopamina
en los centros de recompensa cerebrales; como estimulante neuropsicolégico que es, la
cocaina reduce la somnolencia, incrementa el estado de alerta y proporciona
concentracion.

Erythroxylon coca es la planta de la que se extrae la cocaina (benzoilmetilecgonina

C17H21NOy), nativa de los Andes y del este de Sudamérica (Karch y cols., 1999). Se ha
utilizado por los indios andinos durante cientos de afios, los cuales masticaban las hojas
de coca para disminuir los sintomas asociados a la vida en altas altitudes (vértigo y
nauseas). Mediante la masticacion, los niveles de cocaina en sangre son muy bajos, de
manera que incluso después de afnos de uso es raro encontrar restos de cocaina en estos
indios; de este modo por tanto, la toxicidad de este psicoestimulante es muy baja
(Holmstedt y cols., 1979).

También se ha utilizado en medicina como agente anestésico local
vasoconstrictor, lo cual es beneficioso en la cirugia de nariz, oreja y garganta. La dosis
maxima de seguridad permitida es de 3 mg/kg. Pero su uso declind debido al marcado
incremento de investigaciones que relacionaban la cocaina con mortalidad y toxicidad.
A su vez se fue reduciendo su uso por el desarrollo de otros anestésicos locales sin
efectos simpaticomiméticos (Sora y cols., 2001).

La adiccion a psicoestimulantes representa hoy dia un desafio de primera
magnitud para los sistemas de salud. Los ultimos datos epidemiologicos indican que,
lejos de estabilizarse, su uso sigue extendiéndose cada vez més. La contribucion
genOmica a la adiccion a cocaina se desconoce en gran medida, por lo que el desarrollo

de terapias destinadas a disminuir el impacto de estas drogas no ha dado apenas fruto.
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2. FARMACOLOGIA DE LA COCAINA

a. Quimica

La forma mas comun de esta droga es el clorhidrato de cocaina (89% de cocaina
por peso); se produce al disolverla en acido clorhidrico. Esta sal es soluble en agua y la
deshidratacion produce cristales blancos o un polvo, que es la presentacion mas comun.
El clorhidrato de cocaina es ligeramente amargo y adormece la mucosa oral.
Normalmente se administra por la nariz, aunque también se puede usar por la via
intravenosa, oral o rectal.

La base libre, el alcaloide natural, es insoluble en agua, incolora e insipida. Se
evapora alrededor de los 100 grados, pero es quimicamente estable. Se extrae del
clorhidrato de cocaina por disolucion en una solucion alcalina, seguido por la adicion de
un solvente como el éter, la mezcla se separa en dos capas, la superior contiene la
cocaina, que se puede extraer por evaporacion del solvente. La cocaina base precipita y
se endurece al secarse produciendo una piedra, la cual es rota en cristales. Al calentarse,
el cristal produce un sonido de pompas, es la forma pura y debido a ese sonido se
denomina crack. Si se fuma produce una subida mds rapida y mas intensa que el
clorhidrato de cocaina (con un tiempo de circulacion entre pulmon-cerebro de 6-8
segundos), pero la euforia es corta (menor de 15 minutos), mientras que el clorhidrato
administrado por via nasal produce una euforia de alrededor de 60 minutos (Warner y
cols., 1993). El crack parece ser mas adictivo y la incidencia de su abuso esta

incrementando (Jekel y cols., 1986).

b. Absorcion y distribucion
Después de la administracion, la cocaina es rapidamente redistribuida desde el

plasma, encontrandose a altas concentraciones en los compartimentos ricos en vasos
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sanguineos, como el cerebro. El 5% de la cocaina es excretada por la orina sin
metabolizar. El 8% es metabolizada por el plasma y por las esterasas del higado para
producir esteres de metil ecgonina y benzoilecgonina (Warner y cols., 1993) y son
detectadas en la orina a partir del dia 14 después del consumo (Fleming y cols., 1990).
La pseudocolinesterasa plasmatica muestra un polimorfismo genético (Hoffman y cols.,
1992), y una pequefia porcion de la poblacion esterifica lentamente, lo que da como
resultado una euforia prolongada e incrementa la incidencia de la patologia asociada con
la cocaina (Hoffman y cols., 1992). Igualmente, la actividad de la colinesterasa

plasmatica es reducida en nifios, durante el embarazo y la vejez (Ambre y cols., 1982).

3. FENOMENOS DE ADICCION INDUCIDOS POR COCAINA.

La adiccién a drogas es un desorden crénico caracterizado por un consumo
compulsivo de una o mas drogas de abuso, la incapacidad para controlar dicho
consumo, que terminara por ser continuado, ain las consecuencias negativas que esto
conlleva (Deroche-Gamonet y cols., 2004)

La adiccion incluye complejos procesos comportamentales y neurobiologicos.
Todas las drogas de abuso producen efectos de refuerzo responsables de la iniciacion
del desorden adictivo (Maldonado y cols., 2006). Aunque los determinantes
neurobiologicos que contribuyen al comportamiento adictivo siguen siendo
desconocidos, se cree que las drogas de abuso usurpan el circuito de recompensa natural
que responde a refuerzos como el alimento (Carr y cols., 2002), sexo (Pfaus y cols.,
1995) y las interacciones sociales positivas (Insel y cols., 2003). Sin embargo, otros
procesos comportamentales son también cruciales para el mantenimiento de la adiccion,

incluyendo las consecuencias negativas de la abstinencia y los diferentes estimulos que
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conducen a la recaida, como por ejemplo las sefales asociadas a la droga, eventos
estresantes y la re-exposicion a la droga (Koob y cols., 2004; Nestler y cols., 2004).

En concreto, el consumo cronico de estimulantes psicomotores es bien conocido
por alterar la expresion génica neuronal (Nestler y cols., 2001). Especificamente, se ha
demostrado que la administracién de cocaina afecta a la expresion de un amplio nimero
de genes en diferentes regiones cerebrales. Estos genes codifican una gran variedad de
funciones moleculares, desde factores de transcripcion, receptores de neurotransmisores
y transportadores, y mecanismos de transduccion de sefiales. Algunos de estos cambios
en la expresion génica son la base de los efectos comportamentales de la cocaina (Kelz
y cols., 1999).

Se observan dos tipos de respuestas cerebrales diferentes a las drogas adictivas:

- adaptaciones neuronales, las cuales son principalmente respuestas

homeostaticas a una estimulacion excesiva

- plasticidad sindptica, la cual conduce a la asociacion de estimulos

relacionados con la droga y comportamientos de aprendizaje
especificos (Berke and Hyman y cols., 2000).

Si la cocaina se usa repetidamente, algunos efectos de las drogas pueden
disminuir (“tolerancia’), mientras que otros son potenciales (“sensibilizacion”). El que
ocurra uno u otro efecto depende, en parte, del patrén de administracion de la droga. De
hecho, los animales que reciben varias inyecciones de droga espaciadas en intervalos de
tiempo de dias o mas, tienden a mostrar una actividad locomotora sensibilizada y
estereotipias, que aumentan progresivamente con cada inyeccion. Los animales que
recibieron la droga continuamente a través de una bomba osmotica, o por inyecciones
muy cercanas en el tiempo, muestran una respuesta locomotora disminuida cuando se

les re-expone a la droga (Kuribara y cols., 1996).
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Ademas, los cambios neuronales responsables de la tolerancia y la
sensibilizacién pueden coexitir. En los experimentos de Dalia y cols., (1998) las ratas
recibieron inyecciones intermitentes de cocaina (40 mg/kg, con un intervalo de tres dias
entre inyecciones) y mostraron una respuesta sensibilizada a una dosis de cocaina de 7.5
mg/kg. Después, a los mismos animales se les implantd una bomba osmotica que
liberaba cocaina continuamente (80 mg/kg/dia) durante siete dias. Un dia después de la
retirada de la bomba, los animales mostraron tolerancia a una dosis de 7.5 mg/kg. Sin
embargo, a los 10 dias de la retirada de la bomba, las ratas mostraron una respuesta
sensibilizada a la misma dosis de cocaina. Asi pues, los mecanismos neuronales de la
tolerancia pueden enmascarar la expresion de la sensibilizacion durante algun tiempo
(Kalivas and Duffy, 1993); pero la actividad locomotora sensibilizada puede persistir
durante afios (Paulson y cols., 1991).

La sensibilizacion se presenta en dos estadios, denominados induccion y
expresion (Brenhouse y cols., 2006). La induccién de la sensibilizacion esta definida
como la secuencia transitoria de eventos moleculares y celulares activados por la
administracion de psicoestimulantes que llevan a fijar los cambios en la funcién
neuronal. La expresion es la manifestacion de las alteraciones celulares a largo plazo
que surgen de la fase de induccion y directamente mediante la respuesta
comportamental aumentada (Pierce y cols., 1997). La induccion parece ocurrir durante
la administracion repetida de la droga y posiblemente dura uno o dos dias después de
que la administracién haya cesado, mientras que los cambios que son vistos semanas
después del cese del tratamiento estan asociados con la expresion.

La sensibilizacion puede ser operacionalmente definida como un desplazamiento
a la izquierda en la curva dosis-respuesta (Altman y cols., 1996). Mecanisticamente,

esto podria dar lugar, al menos, a dos vias diferentes:
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1. La droga podria tener un efecto farmacoldgico incrementado, por
ejemplo, resultado del incremento del nimero de receptores de la
droga o fortaleciendo su acoplamiento a las proteinas efectoras.

2. Alternativamente, un incremento del efecto comportamental podria
resultar de la accidon de la droga sobre circuitos neuronales, en los
cuales hay patrones alterados de la informacion almacenada, resultante
de un aprendizaje asociativo previo (Berke and Hyman, 2000).

Un mecanismo que parece ser responsable para la sensibilizacion de los efectos
estimulantes de la locomocién por cocaina es la depresion a largo plazo (LTD) en el
NAc (Thomas y cols., 2001). Esta forma de plasticidad sinaptica dependiente de la
experiencia ha sido propuesta como causante de las neuroadaptaciones que subyacen al
comportamiento adictivo (Gerdeman y cols., 2003). La LTD esta promovida por la
estimulacion de alta frecuencia de las aferencias glutamatérgicas que conectan con las
neuronas del estriado. Consecuentemente, el NAc se vuelve refractario a través de la
inhibicion a largo plazo de la liberacién de glutamato (Robbe y cols., 2002). Muchos
estudios implican por actuar como mensajeros retrogrados y por activar los receptores
cannabinoides tipo 1, CB1, localizados presinapticamente (Arnold, 2005). Pero veremos

cada punto con mas detalle en los siguientes epigrafes.

4. SISTEMA DE RECOMPENSA Y COCAINA.

Las drogas de abuso producen sus efectos de refuerzo a través de sus acciones en
el componente limbico de los ganglios basales, un circuito de nucleos responsables de la
influencia de la informacién motivacional, emocional, contextual y afectiva, también
denominado circuito de recompensa. Los nucleos limbicos incluyen la amigdala, el

hipocampo, y el cortex prefrontal medial, que envian principalmente proyecciones
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glutamatérgicas al NAc, el cual se subdivide en dos subregiones, una limbica, la
corteza, y una motora, el nucleo (Heimer y cols., 1997). El NAc tiene dos salidas
principales, las cuales son proyecciones GABAérgicas que se dirigen al palido ventral y
al ATV/sustancia nigra. Tanto el palido ventral como el ATV mandan eferencias
GABAérgicas al tallamo mediodorsal. Las proyecciones glutamatérgicas van del talamo
a la corteza prefrontal medial cerrando el circuito limbico (Zahm y cols., 2000). Las
neuronas dopaminérgicas del VTA inervan al NAc, la amigdala, el hipocampo, cortex
prefrontal y palido ventral, y los cambios en la transmisiéon dopaminérgica juegan un
papel critico en la modulacion del flujo de informacion a través del circuito limbico que

comprende esos nucleos interconectados (Sesack y cols., 2003).

Ventral
Pallidum

Nucleus Accumbens

Las flechas rojas indican vias glutamatérgicas, las flechas negras, vias GABAérgicas y flechas
azules muestran las vias dopaminérgicas. (Brenhouse, 2006).

La cocaina actua farmacologicamente inhibiendo la recaptura de dopamina,

serotonina, y noradrenalina a nivel del transportador de monoaminas, de manera que

-
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eleva el nivel extracelular de esos neurotransmisores. A nivel de circuito, mucha de la
literatura sugiere que los efectos de refuerzo de la cocaina son primariamente mediados
por la intensificacion de la transmision de dopamina en el circuito de recompensa
(Anderson y cols., 2005). Todas las drogas de abuso tienen en comun la capacidad de
incrementar la dopamina extracelular en el NAc (Di Chiara y cols., 1998). Parece que
mimetizan los efectos de los estimulos reforzadores naturales y para falsear el papel
normal de las neuronas dopaminérgicas (Corbille y cols., 2007).

Este circuito mesolimbico esta fuertemente implicado en los procesos neuronales
que subyacen a la adiccion a drogas. La activacidon de este circuito se correlaciona con
la busqueda y el consumo de droga. La inhibicion de este circuito estd implicado en la
disforia por abstinencia y en el deseo de droga mediado por la disforia (Gardner y cols.,
2005).

Las drogas adictivas activan el ntcleo del sistema de recompensa por activacion
de las neuronas de dopamina de la segunda estacion del eje VTA-NAc, produciendo asi
los efectos de placer/euforia (Simon and Burns, 1997). La clave del poder de refuerzo
de las drogas adictivas es que la recompensa inducida farmacolégicamente es mas
potente e inmediata que la recompensa producida por reforzadores bioldgica y
naturalmente esenciales (Goldstein y cols., 2001).

La pregunta que sacamos es por qué algunas personas pueden consumir drogas
adictivas ocasionalmente (una copa de vino ocasional en una cena), mientras que otras
se deterioran en un patroén de adiccion auto-destructivo (patrones repetitivos, obsesivos
y compulsivos vistos en alcoholicos). Los factores genéticos juegan un importante
papel, quizd un 50% de la varianza de la gente con adiccion clinicamente definida

(Gardner y cols., 2005).
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Estos factores de vulnerabilidad genética puede, a su vez, producir estados de
deficiencia en la funcién dopaminérgica en las neuronas del VTA-NAc. Se ha publicado
(Self and Nestler, 1995) que, en animales de laboratorio, la vulnerabilidad genética a la
busqueda y consumo de drogas se correlaciona con la deficiencia de dopamina en el eje
ATV-NAc, como resultado de cambios celulares en estas neuronas de segunda estacion,
enfocado en una deficiencia de receptores de dopamina en lugar de dopamina por si
misma (Gardner y cols., 2005).

Una unica exposicion a cocaina o a otra droga de abuso induce efectos de larga
duracién sobre las respuestas electrofisiolégicas y comportamentales, revelando su
poderosa capacidad para controlar la plasticidad cerebral (Valjent y cols., 2005). Estas
alteraciones persistentes participan en las complejas modificaciones que llevan a la
adiccion y se vinculan al craving y la recaida (Berke and Hyman, 2000).

Las neuroadaptaciones en el sistema dopaminérgico mesolimbico que acompafia
al consumo crénico de drogas ofrece una explicacion de por qué los consumidores de
droga frecuentemente recaen después de un consumo discontinuo (Koob y cols., 2004).
En el campo de la neurofarmacologia, la sensibilizacion del sistema mesolimbico
dopaminérgico parece anunciar la expresion de tales neuroadaptaciones. De acuerdo con
esto, la repeticion intermitente de la exposicion a drogas como pueden ser la cocaina, las
anfetaminas, la nicotina o la heroina produce progresivamente grandes incrementos en
el flujo de dopamina inducido por la droga en el NAc, un fenomeno referido como
sensibilizaciéon neuroquimica. Esto va acoplado a una respuesta locomotora
progresivamente mayor a la droga (sensibilizaciéon comportamental) y a un incremento
de los efectos de refuerzo positivo de la droga y a las sefiales relacionadas (Arnold y

cols., 2005).




Introduccion @

Un evento inesperado de refuerzo provoca multiples formas de aprendizaje, cada
una de las cuales contribuye a efectos globales de reforzamiento (Robbins and Everitt,
1996). Esto incluye aprendizaje estimulo-respuesta, asignacion de significado
emocional a las sefales y contextos asociados con el efecto reforzador, y una
potenciacion de la memoria explicita para el episodio en el cual ocurre el evento. Dada
una tarea ejecutada repetidamente, los circuitos neuronales mas importantes para el
desarrollo de la tarea pueden cambiar, reflejando un cambio en la estrategia
comportamental (McDonald and White, 1993). De manera similar, muchos factores
diferentes, incluyendo el aprendizaje sobre el significado emocional de las senales de la
droga, la memoria explicita de la euforia, y la presion social, pueden ser responsables de
las fases tempranas del consumo de drogas humano (Berke and Hyman, 2000).

La capacidad de las drogas adictivas para comprometer los mecanismos
moleculares de la plasticidad sinaptica, y asi alterar el funcionamiento de circuitos
especificos, es probablemente la clave de su capacidad para reforzar, y por tanto,
establecer los comportamientos adictivos (Berke and Hyman, 2000).

Mediante los cambios de facilitacion glutamatérgica en las sinapsis estriatales, la
dopamina puede reforzar una asociacion entre un conjunto particular de estimulos y una
respuesta comportamental en particular. El compromiso de estos mecanismos de
aprendizaje de habitos por las drogas adictivas podria, de manera similar, promover una
tendencia de las sefiales y contextos relacionados con las drogas para provocar
comportamientos especificos, como la auto-administracion de drogas (Robbins and
Everitt, 1999).

Las concepciones modernas de aprendizaje y memoria reconoce la importancia
de circuitos cerebrales multiples, semi-independientes (Milner y cols., 1998). Aunque

interconectados, estos circuitos diferentes contribuyen a distintos aspectos del
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comportamiento. Las drogas adictivas probablemente comprometen mecanismos en
varias regiones cerebrales. Estas incluyen las dianas de la inervacion dopaminérgica
comentadas, tales como hipocampo, amigdala y corteza prefrontal (Berke and Hyman,

2000).

5. PAPEL DEL SISTEMA DOPAMINERGICO EN LAS ACCIONES DE LA
COCAINA.

Como ya hemos visto, el mecanismo de accidon de los psicoestimulantes difiere
de la de otras drogas de abuso en que afectan directamente a los terminales
dopaminérgicos mesolimbicos (Rothman y cols., 2003).

La idea de que el sistema dopaminérgico cerebral juega un papel critico en el
reforzamiento no es nuevo, de hecho esta hipdtesis es de la década de los 70 (Wise y
cols., 1978). Aunque un gran niimero de opiniones han sido aplicadas a esta hipotesis a
lo largo de los afios (Wise y cols., 2004), ha habido otro gran niimero de evidencias que
indican que la dopamina contribuye, al menos en parte, a los efectos de refuerzo de
muchas drogas de abuso (Pierce and Kumaresan, 2006).

La transmisiéon dopaminérgica estd mediada por receptores de membrana
especificos de tipo metabotropico. Hay cinco subtipos de receptores en el SNC de
vertebrados, designados de D1 a D5. Cada subtipo de receptor dopaminérgico puede ser
categorizado como DI-like (D1 y D5) o como D2-like (D2, D3 y D4), basado en la
homologia de la secuencia y en su farmacologia (Sibley y cols., 1993).

El estriado tiene una alta densidad de receptores D1 y D2, y bajos niveles de los
otros 3 subtipos (Bordet y cols., 1997). En vista de su alta densidad, nos centraremos en
los subtipos D1 y D2. El receptor D1 esta localizado principalmente sobre las neuronas

estriatales que se proyectan a la parte interna del globo palido/sustancia nigra, mientras
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que el receptor D2 se encuentra en las proyecciones que van a la parte externa del globo
palido. Hay también autorreceptores D2 sobre los terminales dopaminérgicos (Khan y
cols., 1998).

Los receptores D1 se acoplan a proteinas G inhibitorias y asi estimulan a la
adenil ciclasa para producir AMPc, un segundo mensajero intracelular, que a su vez
activa a la protein kinasa dependiente de AMPc, PKA, la cual fosforila numerosos
sustratos, incluyendo los canales de calcio tipo L, factores de transcripcion tales como
CREB, y otros componentes de sefializacion intracelular. Los receptores D2 se acoplan
a proteinas Gi/Go y asi inhiben a la adenil ciclasa y activan los canales de potasio
rectificadores (Berke and Hyman, 2000).

Los efectos de la exposicion repetida a cocaina sobre la densidad de receptores
de dopamina siguen siendo un problema que parece depender de factores como el
régimen de dosis, la via de administracion y la duracion de los periodos de
tratamiento/abstinencia (Anderson y cols., 2005). Asi, se ha visto que el numero de
receptores D1 en el NAc son regulados a la baja (Laurier y cols., 1994) o no cambian
(Sousa y cols., 1999) inmediatamente después del tratamiento cronico con cocaina, pero
muestran regulacion a la alta después de largos periodos de abstinencia (Unterwald y
cols., 1994).

A pesar del conflicto concerniente a los cambios en la densidad de receptores,
hay modificaciones inducidas por cocaina bien documentadas sobre la funcion y la
transduccion de los receptores de dopamina. Entre las neuroadaptaciones mas robustas
estd la sensibilizacion de la inhibicion de las neuronas del NAc, después de la
exposicion repetida a cocaina (Henry y cols., 1991). Esta inhibicién reforzada esta
mediada por la supersensibilidad de los receptores de dopamina D1 (Beurrier y cols.,

2002) y persistente durante meses después del cese de la administracion de cocaina.
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Ademas, la administracion repetida de psicoestimulantes inicia una desensibilizacion
transitoria de los autorreceptores D2 en el VTA, dando como resultado un incremento
de la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas y amplifica la liberacion de
dopamina desde el NAc. Estas modificaciones inducidas por cocaina en la sensibilidad
de los receptores de dopamina mesoactimbicas probablemente reflejan alteraciones en
los mecanismos de transduccion de senales. El tratamiento repetido con cocaina causa
una regulacion a la alta de la via de sefializacion del AMPc en el NAc (Unterwald y
cols., 1993) y se reducen lo niveles de las proteinas G inhibitorias en el VTA (Nestler y
cols., 1990) y el NAc. Asi, la propagacion de los cambios a largo plazo asociado con el
uso recurrente de cocaina ocurre a nivel funcional, quizé sin una adaptacion correlativa
en las concentraciones de los receptores sindpticos (Anderson y cols., 2005).

Ademas, hay fuertes evidencias fisiologicas y farmacologicas de que Ia
transmision dopaminérgica mesolimbica es crucial en la expresion de la sensibilizacion
comportamental. Notablemente, la exposicion previa a la cocaina da como resultado la
sensibilizacion de la liberacion de dopamina en el NAc en respuesta a una inyeccion de
droga (Akimoto y cols., 1989). Ademas de esta respuesta presindptica, el tiempo que
pasa desde la respuesta mediada por el receptor D1 en las neuronas postsinapticas del
NAc a la expresion de la sensibilizacion comportamental sugiere que los dos procesos
estan intimamente conectados. Ademas, los antagonistas de los receptores D1-like y
D2-like atentian la expresion de la sensibilizacion (Li y cols., 2000). En conjunto, estos
trabajos apoyan un papel para el mecanismo dopaminérgico en la sensibilizacion
comportamental, pero sugieren una interaccion compleja de la especificidad del receptor
y de la especificidad regional en la mediacion de la respuesta al tratamiento repetido con

psicoestimulantes. De hecho, la sensibilizacion inducida por cocaina muy
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probablemente surge del efecto de las adaptaciones que incluyen los niveles de
receptores y las resultantes cascadas de sefializacion (Anderson y cols., 2005).

Por otra parte, también tenemos que hablar del transportador de dopamina
(DAT), que juega un papel critico en la regulacion de la neurotransmision
dopaminérgica, ya que se ha visto que las variaciones del DAT o los cambios en el tono
basal dopaminérgico alteran el comportamiento y las respuestas a drogas (Tilley y cols.,
2007). E1 DAT es responsable de la recaptura de dopamina y su reciclaje, y asi juega un
papel critico en el mantenimiento de la homeostasis de la dopamina y en la regulacion
de la neurotransmision dopaminérgica.

Hay multiples evidencias que indican que el bloqueo de DAT por cocaina y la
subsecuente elevacion de la dopamina extracelular media la estimulacion y los efectos
de recompensa de la cocaina (Kuhar y cols., 1991).

Las variaciones o polimorfismos en el gen del DAT han sido asociados con
cambios comportamentales y modificaciones en las respuestas a la droga (Tilley y cols.,
2007). De hecho, se cree que los psicoestimulantes elevan la actividad locomotora y
producen recompensa por activacion del sistema dopaminérgico. Sin embargo, la
cocaina produce recompensa en el raton KO para DAT (Medvedev y cols., 2005),
aunque también hay que decir que este modelo animal muestra diferencias adicionales
en comparacion con el WT (Tilley y cols., 2007). Es probable que la ausencia de DAT
haya alterado las vias de sefializaciéon neuronal, y por tanto, no estd claro como la
modulaciéon de DAT podria afectar a la actividad locomotora y a la recompensa
inducida por cocaina.

Por otro lado, los cambios de la expresion génica estan asociados con cambios a
largo plazo en la eficacia sindptica y con cambios sinapticos estructurales. Muchos

aspectos de los cambios comportamentales inducidos por drogas persistentes pueden
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resultar de una conectividad sinaptica alterada, sin requerir cambios persistentes en la
liberacion global de neurotransmisores, la sensibilidad postsinaptica, o la expresion
génica. A pesar de muchas investigaciones sobre la adiccion y el aprendizaje asociativo
a nivel comportamental, los mecanismos homeostaticos han sido un foco significativo a
nivel molecular y celular (Berke and Hyman, 2000).

El factor de transcripcion mdas ampliamente estudiado en el sistema
dopaminérgico es Nurrl, un receptor nuclear de la superfamilia de receptores de
hormonas esteroidea/tiroidea, esencial para la diferenciacion de las neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo (Jankovic y cols., 2005). Nurrl activa la transcripcion
de la enzima limitante de la biosintesis de catecolaminas, la tirosina hidroxilasa, TH, y
los genes de DAT y del transportador vesicular de monoaminas tipo 2.

El papel de Nurrl en la maduracion del mesencéfalo no esta claro, aunque hay
datos que sugieren que su expresion puede ser requerida para la propia neurotransmision
y mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas en adulto (Jankovic y cols., 2005).
Las alteraciones genéticas en el locus de Nurrl han sido asociadas con el déficit de
atencion e hiperactividad (Smith y cols., 2005) y con el Parkinson (Jankovic y cols.,

2005).

6. PAPEL DEL SISTEMA GLUTAMATERGICO EN LAS ACCIONES DE LA
COCAINA.

La neurotransmision glutamatérgica en el NAc modula la liberacion de
dopamina (Wu y cols., 1993) y esta relacionada con la hiperlocomociéon y con el
comportamiento de busqueda inducido por cocaina (Pulvirenti y cols., 1992). Estos

descubrimientos sugieren que la interaccion glutamato-dopamina en el NAc esta
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implicada en el desarrollo de la sensibilizacién comportamental y propiedades de
refuerzo de la cocaina (Yamaguchi y cols., 2002).

El aminoécido glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio en el
SNC de vertebrados (Collingridge and Lester, 1989), y por tanto su sintesis y
degradacion en el cerebro recibe una considerable atencion. El glutamato es utilizado
como transmisor o para el metabolismo general, y el aminoéacido glutamina (Gln) juega
un importante papel en ambos procesos (Fonnum y cols., 1984 and Erecinska and
Silver, 1990).

La glutaminasa activada por fosfato, a la que nos referiremos como GA, cataliza
la reaccion de glutamina a glutamato y amonio (Krebs y cols., 1935). En mamiferos, la
enzima necesita de fosfato inorgénico para la actividad in vitro y juega un papel clave
en varios procesos fisioldgicos, tales como la amoniogénesis renal, la ureagénesis
hepatica y la sintesis del neurotransmisor glutamato en cerebro (Curthoys and Watford,
1995). La glutaminasa también inicia el catabolismo de la glutamina la cual es muy
importante para las necesidades energéticas de las células (Kovacevic and McGivan,
1983).

Seglin la vista clasica de la expresion de glutaminasa en mamiferos, hay dos
isoenzimas principales tradicionalmente denominados tipo higado y tipo rifion. En rata,
la LGA parece estar presente solo en la mitocondria de higado de los animales adultos
(Smith and Watford, 1990), mientras que la enzima tipo-k fue encontrada en el rifion de
rata, cerebro, intestino delgado, linfocitos e higado fetal (Curthoys and Watford, 1995).
Ambas formas enzimadticas de la glutaminasa muestran una cinética y caracteristicas
inmunologicas y moleculares diferentes, (Kovacevic and McGivan, 1983). La
inhibicion enzimatica por el producto final (Glu) ha sido la marca para diferenciar entre

la KGA (fuertemente inhibida) y la LGA (no inhibida).
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Este patron clasico de expresion de la glutaminasa en los mamiferos ha sido
recientemente descubierta por nuevas evidencias experimentales. Asi, la isoenzima
LGA se ha demostrado que se expresa en otros tejidos aparte del higado adulto, como
cerebro, pancreas, y células de cancer de mama (Gomez-Fabre y cols., 2000). Por otra
parte, la isoforma K parece ser ubicua y se encuentra en todos los tejidos con actividad
glutaminasa. Sin embargo, la expresion simultanea de ambas isoenzimas es un evento
mas frecuente de lo que se pensaba (Aledo y cols., 2000). La co-expresion de las dos
Gas en el cerebro e mamiferos lleva a varias cuestiones con significados fisiologicos,
como por ejemplo, cual es la razon de tener dos isoformas de la glutaminasa.

Los otros componentes del sistema glutamatérgico son los receptores
ionotropicos de glutamato, que juegan un papel significativo en la regulacion de una
gran variedad de actividades celulares y sindpticas, incluyendo aprendizaje y memoria
(Zorumski and Izumi, 1998), la efectividad de las propiedades adictivas y neurotoxicas
de las drogas de abuso (Nestler y cols., 2005), y los fenotipos de varias formas de
desordenes neurodegenerativos (Sattler y Tymianski, 2001). Los miembros principales
de los receptores ionotrépicos de glutamato, incluye el receptor NMDA y los receptores
AMPA y Kainato. Cada subclase de receptores son un heteromero de subunidades que
forma un canal i6nico funcional (Liu y cols., 2006).

Las multiples subunidades del receptor NMDA son heterogéneas en términos de
distribucion y propiedades farmacoldgicas (Yamakura y cols., 1999). El receptor
NMDA esta compuesto por una subunidad NR1, junto con distintas subunidades NR2,
las cuales en conjunto contribuyen a las caracteristicas funcionales del receptor. Los
niveles de mRNA del NRI1 estan alterados en el VTA de ratas tratadas con repetidas

inyecciones de cocaina (Yamaguchi y cols., 2002).
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Por tanto, la transmision glutamatérgica juega un papel activo en las acciones de
las drogas (Kalivas y cols., 2004) ya que el estriado esta abundantemente inervado con
aferencias glutamatérgicas, y los receptores NMDA, principalmente las subunidades
NRI1 y NR2B, estan densamente expresadas en las neuronas estriatales (Kuppenbender
y cols., 2000).

La interaccion dopamina-glutamato es el factor clave en las acciones de los
estimulantes. Los estudios mds recientes se enfocan hacia los mecanismos moleculares
que subyacen a la interaccion. Los datos disponibles muestran que la estimulacion
dopaminérgica puede regular los niveles totales de trafico de NMDA, AMPA vy los
receptores fijados a proteinas (Boudreau and Wolf, 2005).

Tanto los receptores de dopamina como de glutamato son densamente
expresados en las neuronas estriatales. Las interacciones activas entre ellos parecen
ocurrir a nivel de receptor. De hecho, hay resultados que revelan la union directa entre
el tercer loop del receptor D2 y la region C-terminal de NR2B. Los estudios
electrofisiologicos proporcionan evidencias que apoyan la inhibicién de las corrientes
de NMDA por el receptor D2 a través de la interaccion con NR2B.
Comportamentalmente, la interaccion D2-NR2B es critica para las respuestas
comportamentales a la administracién aguda de cocaina (Liu y cols., 2006).

NR2B en el estriado estd regulado por las fibras glutamatérgicas
corticoestriatales excitatorias o por agonistas D1 (Rodriguez-Puertas y cols., 1999). Sin
embargo, la actividad de NR2B con respecto al receptor NMDA es mds importante que
la del NR2A (Kohr y cols., 1994) y muestra una sensibilidad muy fuerte al ifenprodil,
un antagonista selectivo del NMDA (Chenard and Menniti, 1999). El ifenprodil ayuda a
incrementar la locomocion en modelos animales de Parkinson (Nash y cols., 1999). Esta

evidencia por tanto, indica que el receptor NMDA que contiene NR2B en el estriado
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estd reciprocamente implicado en la actividad de las neuronas dopaminérgicas.
Consecuentemente, los cambios en la expresion de NR2B en estas regiones podria estar
asociado con la transmision glutamatérgica alterada en la iniciacion de la sensibilidad
(Yamaguchi y cols., 2002).

La fosforilacion de proteinas es un importante mecanismo de modulacion
postranscripcional de la funcién del receptor de glutamato (Rostas y cols., 1996). El
NR2B es fosforilado en la posicion Ser1303 (Omkumar y cols., 1996). Esta
fosforilaciéon se lleva a cabo por la CaMKII, una kinasa abundante en la zona
postsinaptica de las sinapsis glutamatérgicas (Nelly, 1984), o por la proteina kinasa C
(Liado y cols., 2001). Las evidencias muestran consistentemente que la fosforilacion de
NR2B regula positivamente las corrientes mediadas por el receptor NMDA (Rostas y
cols., 1996) y afecta a la via de sefializacion de este receptor regulando el trafico y la
interaccion con las proteinas de sefalizacion sinaptica (Chung, 2004).

Con respecto a NR2C, aunque su significado funcional no se conoce aun, las
evidencias apoyan la idea de una relacion funcional muy estrecha entre NR2C y los
receptores metabotropicos de glutamato en el cerebelo (Pizzi y cols., 1999).

El receptor de glutamato mGIuRS, perteneciente al grupo I de receptores
metabotrépicos (mGIluR1 y mGIluRS5) esta acoplado a la fosfolipasa C a través de la
proteina Gq (Pin and Duvoisin, 1995). En el hipocampo, mGluRS5 esta localizado en el
elemento postsinaptico (Shigemoto y cols., 1997), y juega un importante papel en el
aprendizaje, memoria y en la potenciacion a larogo plazo (LTP) en el hipocampo de
rata. Los ratones KO para mGluRS5 muestran un aprendizaje dafado y una reducida LTP
en el area CA1l del hipocampo (Lu y cols., 1997). Se ha demostrado que con la
administracion cronica de cocaina, mGIluR5 es inducido en la corteza del NAc

(Ghasemzadeh y cols., 1999). Por tanto, con las sabidas funciones de mGIuRS5 en el
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hipocampo, niveles aumentados de este receptor podrian contribuir al mecanismo de los
cambios adaptativos (Freeman y cols., 2001).

Por ultimo, los receptores AMPA estan compuestos por cuatro subunidades
(GIuR1-GluR4) que combinados forman receptores funcionalmente diferentes
(Hollmann and Heinemann, 1994). Hay considerables evidencias de que las
subunidades del receptor AMPA estan alteradas en respuesta a la repetida
administracion de cocaina (Zavala y cols., 2007).

Sin embargo, un incremento en la expresion de GluR1 en el NAc es evidente en
ratas que exhiben un comportamiento sensibilizado en respuesta a cocaina (Boudreau
and Wolf, 2005), sugiriendo una implicacién de GluR1 en la neuroplasticidad inducida
por cocaina (Wolf y cols., 2004). En conjunto, todos los descubrimientos sugieren un
papel critico también para las subunidades del receptor AMPA en los cambios

comportamentales resultantes de la administracion de cocaina (Zavala y cols., 2007).

7. PAPEL DEL SISTEMA CANNABINOIDE EN LAS ACCIONES DE LA
COCAINA.

Después de la identificacion (Devane y cols., 1988) y el clonaje (Matsuda y
cols., 1990) del primer receptor cannabinoide, CB1 y en vista de la existencia de un
sistema de sefializacion receptor opidceo-opiaceos enddgenos, fue natural comenzar a
buscar ligandos enddgenos para el receptor cannabinoide. Para realizar el
descubrimiento del primer ligando enddgeno se pensé que podria ser lipofilico
(Mechoulam y cols., 1995) y resulto ser la etanolamida del acido araquidonico (20:4, n-
6) y fue denominado como anandamida (Devane y cols., 1992). Un segundo tipo de
endocannabinoides fue descubierto en 1995, también un derivado del acido

araquidonico, pero en este caso su ester, el 2-araquidonilglicerol o 2-AG (Mechoulam y
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cols., 1995; Sigiura y cols., 1995). Muy recientemente, se ha descrito un tercer ligando,
el eter del acido araquidonico, denominado noladin eter (Hanus y cols., 2001). El
sistema de sefalizacion endocannabinoide, compuesto por los endocannabinoides, su(s)
receptor(es), mecanismo de recaptura y enzimas de hidrdlisis, es filogenéticamente
antiguo, discurriendo a través de las especies de vertebrados (Elphick y cols., 2001) e
invertebrados (Salzet y cols., 2000).

Los endocannabinoides son sintetizados en neuronas y astrocitos, y son
degradados por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) y también tienen alta
afinidad por la recaptura. La distribucion del receptor CB1 en circuitos cerebrales
discretos ha sido mapeada especialmente en las areas relacionadas con la recompensa
(Freund y cols., 2003). Ademas, los endocannabinoides actian como mensajeros
retrogrados, sintetizados a demanda y son liberados de la membrana postsinaptica,
modulando asi la liberacion de neurotransmisores (Arnold y cols., 2005).

Los recientes avances farmacoldgicos han llevado a la sintesis de agonistas y
antagonistas de los receptores cannabinoides, bloqueantes de la recaptura de
anandamida e inhibidores selectivos de la degradacion de los endocannabinoides. Estas
herramientas hacen posible el estudio del papel fisiologico de los endocannabinoides y
abre nuevas vias de investigacion de estrategias en el tratamiento del dolor, obesidad,
desordenes neuroldgicos, como puede ser la adiccion a drogas (Rodriguez de Fonseca y
cols., 2005).

Las concentraciones en el cerebro del 2-AG son aproximadamente 200 veces
mas altas que la de anandamida. El orden de distribucion de ambos cannabinoides en
diferentes areas es similar: mayor en el tronco cerebral, estriado y cerebelo y menor en
corteza y diencéfalo. No se encontré correlacion entre las concentraciones de

endocannabinoides y la distribucion de CB1. La pérdida de asociacion entre estos dos
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componentes, sin embargo, no es sorprendente, las explicaciones adicionales han
incluido la existencia de una diana molecular que no sea el receptor CB1 (Fride y cols.,
2002).

El receptor CB1 esta acoplado a proteinas Gi/o, de manera que modula a la
adenil ciclasa, a los canales i6nicos y a las kinasas reguladas por sefales extracelulares
(Self'y cols., 1999). Recientemente, se ha determinado que el receptor CB1 estd también
acoplado a ceramidas, un segundo mensajero lipidico, el cual a su vez media la
apoptosis inducida por cannabinoides (Fride y cols., 2002).

La afinidad y unién de los endocannabinoies por otros receptores, como el
vanilloide, tiene que ser tenido en cuenta para comprender completamente la fisiologia
de los cannabinoides. Sin embargo, las posibles interacciones con los receptores de los
acidos lisofosfatidicos también merecen atencion.

Las areas de actividad centrales de los endocannabinoides incluyen reduccion
del dolor, regulacién motora, aprendizaje/memoria, y recompensa. Finalmente, el papel
del sistema endocannabinoide en la estimulacion del apetito en el organismo adulto, y
su implicacion critica en la ingestion de leche y la supervivencia del recién nacido
(Fride y cols., 2002).

El sistema endocannabinoide es ciertamente el sitio de accidon primario para las
respuestas farmacolédgicas y de recompensa inducidos por los cannabinoides (Lichtman
y cols., 2005). Sin embargo, este sistema juega un efecto global modulatorio sobre el
circuito de recompensa y también participa en la recompensa y las propiedades adictivas
de todas las drogas de abuso (Berke and Hyman, 2000; Gorriti y cols., 1999).

El receptor CB1 se expresa en las neuronas estriatonigrales que expresan
sustancia P y receptores de dopamina D1, asi como en las neuronas estriatopalidales que

expresan encefalina y receptores de dopamina D2. Esto indica que el sistema
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endocannabinoide es un modulador negativo de los comportamientos mediados por los
receptores de dopamina D1y D2 (Martin y cols., 2007).

Todas las evidencias indican que el sistema endocannabinoide es un importante
constituyente de los sustratos neurales implicados en la adiccion (Cipitelli y cols.,
2007). Asi, el sistema endocannabinoide puede ofrecer una nueva diana para el
tratamiento de la adiccion a drogas. Esto puede ser especialmente importante en el
tratamiento del abuso de cocaina, para lo que no hay farmacos efectivos (Sipe y cols.,
2002). Sin embargo, los nuevos hallazgos en el campo de la neurobiologia sobre como
el cerebro cambia por el tratamiento crénico con cocaina revela nuevas dianas para el
desarrollo de terapias. Ciertas drogas actualmente estdn siendo clinicamente testadas
apuntan a la neuroplasticidad inducida por cocaina, incluyendo drogas que promueven
la liberacion de GABA o la inhibicidn de la transmision glutamatérgica (Kalivas y cols.,
2007).

Muchos estudios muestran semejanzas en las acciones neurofarmacologicas de
los cannabinoides y la cocaina, proporcionando evidencias de que los
endocannabinoides podrian jugar un importante papel en la adiccidon a cocaina. La
administraciéon de cannabinoides o cocaina incrementa la expresion de los genes de
expresion temprana, c-fos, en las regiones cerebrales relacionadas con la recompensa,
tales como el NAc y el cortex prefrontal. Ademas, la exposicion a cocaina o del
principal psicoactivo del cannabis, el THC, promueven un incremento en la liberacion
de dopamina en el NAc (Ferrer y cols., 2007). Otro dato es que la inyeccién, tanto de
cannabinoides como de cocaina, directamente en el NAc promueve una inhibicion de la
transmision sindptica excitatoria en estas regiones cerebrales (Arnold y cols., 2005).

La dopamina y los endocannabinoides son neurotransmisores conocidos por jugar

un importante papel en la actividad del circuito motor de los ganglios basales (Julian y

-23-



Introduccion @

cols., 2003). De hecho, las neuronas dopaminérgicas de la via mesocorticolimbica estan
controladas por inputs excitatorios e inhibitorios que son modulados por el receptor
CBI1. Asi, los endocannabinoides pueden ser liberados después de la despolarizacion en
el NAc (Robbe y cols., 2002) y desde las neuronas dopaminérgicas en el VTA (Riegel y
cols., 2004), modulando asi las aferencias glutamatérgicas y gabaérgicas por actuar
como mensajeros retrogrados sobre los receptores CB1. La presencia de CB1 en otras
estructuras relacionadas con la recompensa y la motivacion, asi como la amigdala
basolateral y el hipocampo, también contribuyen a esta funcion del sistema
endocannabinoide (Katona y cols., 2001). Ademas, los endocannabinoides participan en
la plasticidad sinaptica en el sistema mesolimbico. La estimulacion de las aferencias del
cortex prelimbico produce LTD de las sinapsis glutamatérgicas del NAc, mediada por la
liberacién de endocannabinoides y por los receptores CB1 presinapticos (Gerdeman y
cols., 2002). Los endocannabinoides también producen LTD de la transmision sinaptica
inhibitoria en el hipocampo y prepara las sinapsis excitatorias para facilitar la
subsecuente induccion de la LTP (Chevaleyre y cols., 2004), lo cual contribuye a los
mecanismos de plasticidad publicados, en los procesos de aprendizaje relacionados al
comportamiento adictivo (Maldonado y cols., 2006).

Asi, el HU210 puede incrementar la liberacion de dopamina en el NAc y actuar
como activador de la restauracion de la busqueda de cocaina (De Vries y cols., 2001).
Reciprocamente, asumiendo un tono significativo de endocannabinoides, el bloqueo de
los receptores CB1 presinapticos con SR14176A en la sinapsis corteza-NAc podria
promover la liberacion de glutamato, iniciando la transmision GABAérgica y asi inhibir
el VTA. Como la dopamina es un importante mediador de la recaida por cocaina
(Shalev y cols., 2002), la disminucion resultante en la liberacion de dopamina en el NAc

podria atenuar la transmision sindptica necesaria para la recaida a cocaina.
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Sitios de accion de los endocannabinoides en la modulacion de los efectos de
recompensa de las drogas. En el area tegmental ventral (VTA), CB1 esta localizado
presinapticamente en las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas. Por el contrario,
las neuronas dopaminérgicas del VTA no expresan CB1. La activacion de CB1 en el
VTA por endocannabinoides (EC; flechas rojas discontinuas) produce la inhibicion de
la liberacion de GABA, eliminando asi el efecto inhibitorio de esas células
GABAérgicas sobre las neuronas dopaminérgicas. Ademas, el de la actividad
dopaminérgica induce la liberacién de cannabinoides desde las células dopaminérgicas
que, actuando de manera retrograda sobre los receptores CB1 presindpticos, inhiben
tanto a las neuronas GABA¢érgicas inhibitorias, como a las glutamatérgicas que llegan
al VTA. Las proyecciones glutamatérgicas de la amigdala basolateral (BLA) y el
hipocampo (HIP), los cuales estan implicados en los procesos de motivacion y
memoria relacionados con los efectos de recompensa de las, estdn también bajo el
control de los receptores CB1, a través de un efecto inhibitorio sobre las neuronas
inhibitorias presindpticas que liberan tanto GABA como colecistoquinina (CCK). En el
nicleo acumbens (NAc), los endocannabinoides tienen una accidon retrograda
modulatoria actuando principalmente sobre los receptores CB1 localizados en el axon
de las neuronas glutamatérgicas. La subsecuente inhibicion de la liberacion de
glutamato inhibe a las neuronas GABAérgicas que proceden del NAc y se proyectan al
VTA, activando asi indirectamente a las neuronas dopaminérgicas del VTA.
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Desafortunadamente, esta teoria podria sobrevalorar el papel de la dopamina ya
que hay muchas evidencias que apoyan la idea de que el glutamato podria contribuir
mas que la dopamina (Kalivas y cols., 2004).

De hecho, los mecanismos precisos que subyacen al papel modulatorio del
sistema endocannabinoide sobre los efectos de recompensa de los psicoestimulantes
parecen ser independientes de los efectos de activacion del sistema de transmision
mesolimbico dopaminérgico. Asi, el aumento de los niveles de dopamina extracelular
producidos por la cocaina en el NAc no fueron modificados en el raton KO para CB1
(Soria y cols., 2005). La activacion del circuito mesolimbico es esencial para que los
psicoestimulantes induzcan sentimientos de recompensa, y el receptor CB1 no seria, por
tanto, requerido para obtener los efectos de refuerzo de la cocaina. La participacion de
CB1 en la motivacion para el mantenimiento del comportamiento de auto-
administracion de cocaina podria, por tanto, implicar a otros sistemas neuroquimicos
relacionados a este complejo comportamiento adictivo. Asi, las anfetaminas liberan
endocannabinoides en la amigdala para producir LTD por un mecanismo independiente
de dopamina mediado por CBI, y esos endocannabinoides participan en la plasticidad
sinaptica producida por psicoestimulantes en las estructuras mesocorticales (Wolf y
cols., 2004). De esta manera, aunque el sistema endocannabinoide no participa en los
efectos de refuerzo primario de los psicoestimulantes, es importante para el
mantenimiento del comportamiento de busqueda de psicoestimulantes, probablemente
por la modulacion de procesos sinapticos inducidos por esas drogas (Maldonado y cols.,

2006).
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8. PAPEL DEL RECEPTOR PPARA EN LAS ACCIONES DE LA COCAINA

Las amidas de acidos grasos de cadena larga con etanolaminas comprenden una
familia de moléculas de senalizacion lipidicas (Lambert and Di Marzo, 1999) que
incluyen a la plamitiletanolamida (PEA, Calignano y cols., 2001), oleiletanolamida
(OEA, Rodriguez de Fonseca y cols., 2001) y la araquidoniletanolamida (anandamida,
ANA) el primer agonista endogeno para los receptores cannabinoides identificados
(Devane y cols., 1992).

La presencia y distribucion de ANA en el SNC ha sido demostrada con la
localizacién en el hipocampo y el tronco cerebral (Bisogno y cols., 1999). PEA y OEA
han sido detectadas también en muestras bioldgicas (Giuffrida y cols., 2000).

Farmacologicamente, ANA mimetiza mucho de los efectos causado por el THC,
el principal psicoactivo de la marihuana (Mechoulam and Gaoni, 1964), sobre diversos
comportamientos tales como la interrupciéon de la memoria, la hipolocomocion, la
hiperfagia y el suefio (Fride and Mechoulam, 1993; Murillo-Rodriguez y cols., 2001).
Recientes estudios demostraron que PEA muestra algunas propiedades bioldgicas. De
hecho, Calignano y colaboradores (2001) publicaron que este compuesto actua como
una molécula antinociceptiva (Capasso y cols., 2001), a la vez que disminuye el transito
intestinal (Lo Verne y cols., 2005). Finalmente, la OEA tiene poco o no tiene efecto
sobre el comportamiento frente al dolor evocado con formalina (Calignano y cols.,
2001), pero podria estar implicado en los mecanismos de sacieadad. Esta accion
anoréxica en ratas no es bloqueada por los antagonistas especificos de los receptores
cannabinoides (Rodriguez de Fonseca et al., 2001). Este efecto anoréxico implica al
receptor PPARa (Fu y cols., 2003).

El receptor activado por el proliferador de peroximas alfa, PPARa, es miembro

de la superfamilia de receptores nucleares de hormonas, la cual incluye al receptor de la
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vitamina D, el receptor del acido retinoico, el receptor de la hormona tiroidea y los
receptores de esteroides. La subfamilia PPAR incluye tres miembros codificados por
diferentes genes: a, B, y (este ultimo tiene dos isoformas, 1 y 2) (Desvergne and Wahli,
1999). Los tres PPAR se distinguen en sus patrones de expresion especificos de tejido,
estadio de desarrollo y por la diferente capacidad de ligandos eicosanoides y lipidos
naturales de activar cada receptor (Ding y cols., 2007).

Se sabe que los PPAR regulan una amplia variedad de genes diana implicados en
el catabolismo celular de los lipidos y su almacenaje. Ademas de mediar los efectos de
los proliferadotes de peroxisomas y el control de genes implicados en el metabolismo de
acidos grasos, los miembros de la familia PPAR son también requeridos para la
diferenciacion de varios tipos celulares, incluyendo células nerviosas, células adiposas y
algunos tipos de células tumorales (Park y cols., 2004; Rosen y cols., 1999).

PPARa esta muy expresado en tejidos que tienen altas demandas de energia,
tales como corazén, musculo esquelético, rindn, higado y cerebro (Kliewer y cols.,
1994). El incremento prominente del mRNA de PPARa ha sido observado en el corazon
durante el desarrollo embrionario (Steinmetz y cols., 2005). Este incremento en la
expresion disminuye antes del nacimiento, sugiriendo que este receptor es critico para el
desarrollo. Los ratones KO para PPARa muestran hipoglucemia, una cetogénesis
inadecuada, acumulacion de lipidos en corazon e higado, y tienen una tasa de muerte

muy alta en relacion con el WT (Leone y cols., 1999).
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9. ACIDO LISOFOSFATIDICO: UN NUEVO NEUROMODULADOR. PAPEL

EN LAS ACCIONES DE LA COCAINA.
El acido lisofosfatidico o monoacil-sn-glicerol-3-fosfato, es un mediador lipidico
con una amplia variedad de acciones biologicas, particularmente como un inductor de la

proliferacion celular, la migracion y la supervivencia.
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Lysophosphatidic acid (LPA)

La investigacion del LPA comenz6 alrededor de 1990 con el descubrimiento de
la accion mitogénica del LPA sobre fibroblastos. Después su investigacion se estimulo
por el descubrimiento de que el LPA es el principal constituyente del suero (Eichholtz y
cols., 1993; Tigyi y cols., 1992) y de sus acciones diversas y potentes en casi todos los
tipos celulares de mamiferos. Después de esto llegd la identificaciéon de su receptor
(Hech y cols., 1996; Contos y cols., 2000). Desde su caracterizacion como factor de
crecimiento, la lista de respuestas celulares se ha expandido considerablemente y ahora
también incluye efectos no proliferativos.

La larga lista de actividades del LPA podria parecer confusa, pero es congruente
con la gran diversidad de vias de senalizacion mediadas por proteinas G identificadas

(Moolenaar y cols., 1999). El LPA no solo sefializa vias clasicas de segundos
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mensajeros, sino que también activa a la familia de GTPasas Ras y Rho para controlar la
proliferacion celular, migracion y morfogénesis.
Los principales efectos del LPA sobre las células derivadas del SNC son:
- es un potente inductor del colapso del cono de crecimiento y la retraccion de la
neurita, lo cual fue originariamente observado en lineas celulares neuronales
(Tigyi y cols., 1992; Jalink y cols., 1994), lo cual también se ha visto que
ocurre en neuronas primarias y en neuroblastos corticales (Fukushima y cols.,
2000)
- en astrocitos derivados de cerebro, el LPA causa inversion de los procesos de
crecimiento (Ramakers and Moolenaar, 1998)
- simultaneamente a la retraccion de la neurita, el LPA activa una corriente de
despolarizacion de cloruro que modula la excitabilidad de la membrana
(Postma y cols., 1996; Postma y cols., 2001)
- estudios en neuroblastos corticales implican al LPA en la produccion de
cambios de conductancia i6nica similar a los producidos por

neurotransmisores, durante el desarrollo cerebral (Bubin y cols., 1999)

Todos estos efectos in vitro seguramente tengan implicaciones in vivo, como la
retirada de la neurita y la vuelta al cono de crecimiento, que es fundamental para el

desarrollo del SNC y la plasticidad neuronal.

- en células endoteliales derivadas de cerebro, el LPA incrementa la
permeabilidad de las uniones fuertes, lo que sugiere que podria modular la

funcién de la barrera hematoencefalica (Schulze y cols., 1997)
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el LPA parece ser que promueve la mielinizacion y/o neurodegeneracion
debido al descubrimiento de que, por una parte, promueve la supervivencia y
la adhesion célula-célula de las células de Schwann del SNP (Weiner y cols.,
1999; Weiner y cols., 2001) y, por otra parte, el LPA puede hiperfosforilar a la
proteina Tau asociada a microtibulos, un marcador de Alzheimer (Sayas y
cols., 1999)

por ultimo, un efecto neurogénico notable del LPA es observado en un sistema
cortical ex vivo. El tratamiento con LPA de hemisferios corticales embrionicos
de raton les causa expansiones y plegamientos en la estructura que hace que se
parezcan al cerebro primario, en lugar de liso, como es la superficie cortical de
raton (Jalink y cols., 1993). Los plegamientos eran mas espesos y contenian
mas células que los controles, debido a un incremento en la mitosis celular y a
una reduccion de la apoptosis neuronal de las células progenitoras en lugar de
un incremento en la sintesis del DNA. La implicacion de este sorprendente
descubrimiento es que la sefializacion del LPA podria contribuir al desarrollo

cerebral de primates.

Vista comparativa  del cerebro de un raton wild-type
(izquierda) y un ratéon knock out (derecha) para el gen que expresa
el receptor LPAla.
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Basado en secuencias homologas, los receptores de LPA de mamiferos

pertenecen a la subfamilia denominada Edg (genes de diferenciacion endotelial) de la
superfamilia de receptores metabotrépicos de 7 dominios transmembrana. Los
receptores de LPA de alta afinidad fueron detectados inicialmente por foto-afinidad
afos después de que el gen del primer receptor de LPA fuera identificado (van der Bend
y cols., 1992). Esto abrid el camino a la identificacion de dos receptores LPA (Hecht y
cols., 1996), y de cinco miembros adicionales de la familia Edg que codifican receptores
para otro mediador lipidico, la esfingosina-1-fosfato (S1P). La reciente identificacion de
un cuarto receptor especifico de LPA fuertemente relacionado con los receptores
purinérgicos (Noguchi y cols., 2003), lo que afiade una diversidad inesperada a la
familia de receptores de lisofosfolipidos.

El LPA 1 es el subtipo mds ampliamente expresado y el mejor caracterizado,
pero los tres receptores de LPA de la familia Edg muestran una secuencia del 50% de
similitud entre si, pero sus colas C-terminales tienen mayor divergencia. En comun con
otros receptores metabotropicos, los receptores sufren una répida internalizacion
inducida por ligando desde la membrana plasmatica (van Leeuwen y cols., 2003). El
destino metabolico del receptores internalizado (degradacion o reciclaje) estd atin por
esclarecer.

El receptor de LPA puede acoplarse con al menos tres subfamilias distintas de
proteinas G (Moolenaar y cols., 1999). Las principales rutas de sefializacion estan
resumidas en la figura, e incluyen:

- G/q: estimula a la fosfolipasa C con la subsecuente hidrolisis del PIP, y la
movilizacion de calcio de los reservorios internos

- G; tiene varios efectos:
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O inhibe a la adenil ciclasa lo que provoca una disminucién de los niveles
de AMPc.

0 ademas, media la estimulacion de la cascada de las MAP kinasas y de
Ras

O activa a la fosfoinositol-3-kinasa (PI3K) y consecuentemente activa a
Rac y promueve el movimiento celular y suprime la muerte celular,

respectivamente

- Giz13 median la activacion de RhoA y regula asi la contraccion del
citoesqueleto por actiomiosina, acompaiada por la despolarizacion de la

membrana mediada por cloro

Survival

Contractile events I Cell spreading DNA synthesis
Migration

Principales vias de sefializacion del receptor de LPA.
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El mecanismo de biosintesis del LPA no ha sido conocido hasta hace poco. En
condiciones patofisioldgicas puede ser generado por la PLA2, la cual hidroliza el acido
fosfatidico (PA) expuesto en la superficie de células sanguineas, bajo condiciones
inflamatorias (Fourcade y cols., 1995). Pero no estd claro que esta enzima participe en
la produccion de LPA bajo condiciones fisiologicas normales, ya que la PLA2
extracelular normalmente no puede degradar fosfolipidos en células intactas (van
Corven y cols., 1989).

La acumulacion del LPA debe ser contrabalanceada por la inactivacion del LPA, y
al igual puede ser regulada por degradacion; de hecho se conoce que en las células
mamarias se degrada por eliminaciéon del grupo fosfato para producir un
monoacilglicerol bioldgicamente inactivo (van der Bend y cols., 1992). Un trabajo mas
reciente ha identificado una familia de fosfohidrolasas (LPP) que median la
desfosforilacion del LPA y de otros fosfolipidos; son ecto-enzimas de membrana que
han sido propuestas para regular negativamente la sefializacion del LPA (Brindley and
Waggoner, 1998). El problema de estas enzimas es que tienen poca especificidad y los
valores de la Km para LPA quedan lejos de la Kd del receptor LPA. Ratones
transgénicos con sobreexpresion de la isoforma LPP-1 tienen unos niveles plasmaticos
de LPA indistinguibles de la de los animales wild-type (Yue y cols., 2004).

Mas que controlar la duracion de la senal del LPA y su potencia, parece mas
probable que la actividad LPP sirva para prevenir la excesiva acumulacion de
fosfolipidos en la membrana plasmatica. La desensibilizacion del receptor inducida por
LPA es probablemente el mecanismo principal por el cual la sefalizacion del LPA esta
regulada negativamente.

El receptor LPA1 se identificd originariamente en neuroblastos corticales y

mostro tener un patron de expresion restringido espacial y temporalmente durante el
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desarrollo y la edad adulta del cerebro (Hecht y cols., 1996; An y cols., 1997). El LPA1

primero apareci6 en la zona ventricular del cortex cerebral del embrion y es expresado
en las capas neuroepiteliales hasta poco antes del nacimiento (Allard y cols., 1998). La

expresion vuelve a ocurrir durante la mielinizacion glial del sistema nervioso durante la

edad adulta.

Vista comparativa lateral de un raton wild-type (derecha) y un raton knock out para el gen que expresa el
receptor LPAla (izquierda). A simple vista se pueden observar las caracteristicas tipicas descritas en el

texto.

Uno de los principales intereses en comprender el papel de este receptor fue
demostrar la hipotesis relacionada con el desarrollo etiologico de varias enfermedades
psiquiatricas. Y para ello se generaron ratones mutantes en el receptor LPA1. Estos
ratones knock out para LPA1 muestran una letalidad parcial debido a un reflejo de
succion defectuosa, que también es atribuido a defectos en el olfato (Contos y cols.,
2000; McGiftert y cols., 2002). Otros fenotipos incluyen talla reducida y anormalidades
craneofaciales que aparecen durante la segunda semana postnatal (Contos y cols., 2000).
La longitud de ojo a nariz es mas corta y los ojos estan mas separados. Ademas son un
10-15% mas pequefios que las camadas de los wild-type y tienen menor masa corporal.

En este punto es interesante hacer notar que las deformaciones craneofaciales se han
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visto en algunos casos de esquizofrenia y también en la psicosis (Waddington y cols.,

1999).

Los resultados que se han obtenido con estos ratones KO para el receptor LPA1 son:

en estudios inmunohistoquimicas se confirma la ausencia del receptor en los
tractos de materia blanca, estructuralmente normales
en estudios electrofisiologicos del hipocampo no aparecen anormalidades a
pesar de que hay cambios en los niveles de aminoacidos
en los estudios comportamentales se ha visto que los ratones KO se muestran
normales aunque tienen una pequefia disminucion en la actividad locomotora
del 10%
en los analisis neuroquimicos se ha observado:
0 disminucion del turnover de serotonina en el cortex frontal, hipocampo,
hipotdlamo y nucleo acumbens
0 por tanto, hay un significativo descenso de los niveles de 5-HIAA en las
mismas zonas

O un aumento de los niveles de dopamina en estriado
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La exposicion cronica a cocaina produce cambios adaptativos en el cerebro de los
individuos expuestos, que podrian estar basados en cambios en la expresion de genes
relacionados con los procesos de aprendizaje y memoria. Las neuroadaptaciones que estos
genes alterados por la cocaina ponen en marcha podrian ser la base de los fendmenos
comportamentales que caracterizan a la conducta adictiva. En la presente tesis doctoral

hemos elegido los siguientes elementos de analisis:

1. Dos tipos de memoria que puede verse afectada por la administracion repetida de
cocaina:

a. la memoria procedimental que subyace a la sensibilizacion a la cocaina y
que es de naturaleza subcortical-estriatal

b. la locomocion condicionada por contexto que tiene naturaleza episddica y
una base hipocampal

2. Un sistema de neurotransmision, el glutamatérgico, que controla los procesos de
aprendizaje y los comportamientos motores y ejecutivos asociados a las respuestas
comportamentales descritas en el apartado anterior. Se utilizard para el estudio de
los cambios en expresion de genes inducidos por la cocaina.

3. Un sistema de modulacion sindptica que controla la neurotransmision
glutamatérgica: el sistema endocannabinoide. Se utilizard para el estudio de los
cambios en expresion de genes inducidos por la cocaina.

4. Dos modelos animales en los cuales se han generado mutaciones dirigidas a
inactivar los receptores de dos moduladores adicionales de la neurotransmision

glutamatérgica: el acido lisofosfatidico y la oleoiletanolamida.
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Los tres sistemas moduladores estan conectados metabolicamente como puede

comprobarse en los siguientes diagramas:

PhChol TAG
+ PLC
PhEth

DAG
|
(a,B) AA

NAPE +

l e GLICEROL

PKA

o« ¥

+
ETANOLAMINA

SISTEMA CANNABINOIDE

PPARa
GPR119
GPRS5
VR1

ENDOGENO

El sistema cannabinoide enddgeno genera lipidos transmisores (anandamida, 2-
araquidonil glicerol y oleiletanolamida) que pueden actuar en una serie compleja de
receptores que modulan la transmision glutamatérgica. Para este estudio se ha escogido
analizar los efectos de la cocaina sobre la expresion de genes cannabinoides estudio
gendmico) y por otro lado se ha estudiado el efecto de la deleccion del receptor de
oleiletanolamida (PPARa) sobre las respuestas a cocaina. Estudios previos han
caracterizado extensivamente la respuesta a cocaina de los animales carentes del receptor

CBI.
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El sistema endocannabinoide estd emparentado con el sistema de transmision

vehiculizado por el 4cido lisofosfatidico:

PRODUCCION, SENALIZACION Y DEGRADACION DE LPA

TROMBINA

}
00N 000000000 ........-..........
LPAL
PTX Rho

RECEPTOR ACTIVADO POR b
PROTEASA
cAMP (-) ACTINA
‘ SRE (+) FIBRAS
DE ESTRES
PLA1-PLA2 MAPK (+)
‘ ‘ FAK (+)

ACILTRANSFERASA
ACIDO FOSFATIDICO

f t FOSFATASA

MAG +P
DAG GLICEROL-3-P +

o ACIL-CoA LISOFOSFOLIPASA

GLYCEROL 1-P + FA

Los dos sistemas son producto de rutas metabolicas que afectan al metabolismo de
acilgliceroles y convergen en varias encrucijadas metabdlicas. No se conoce apenas nada
del posible papel del LPA en comportamiento y hay algunos indicios de su papel en
procesos de plasticidad sindptica. Los animales carentes del receptor LPA1 seran el objeto
de un estudio mixto, comportamental y genémico, en el que se evaluaran las acciones de la

cocaina.
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HIPOTESIS EXPERIMENTAL

H1. La administracion repetida de cocaina modificard la expresion de genes del sistema de

neurotransmision glutamatérgico y cannabinoide.

H2. La deleccion de los genes receptores para los mediadores de los sistemas moduladores

de glutamato acido lisofosfatidico y LPA modificara las respuestas comportamentales y

gendmicas a la cocaina.

Para comprobar estas hipotesis experimentales se plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

1. Caracterizar las acciones de la cocaina sobre la expresion cerebral de genes de la

neurotransmision glutamatérgica en ratones de la cepa B16C57.

2. Caracterizar las acciones de la cocaina sobre la expresion cerebral de genes del

sistema cannabinoide endogeno en ratones de la cepa BI6C57.

3. Caracterizar las acciones comportamentales de la cocaina en ratones carentes del

receptor LPA1 para acido lisofosfatidico.
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4. Caracterizar las acciones de la cocaina sobre la expresion de genes en el cerebro de

ratones carentes de | receptor LPA1 para acido lisofosfatidico.

5. Caracterizar las acciones comportamentales de la cocaina en animales carentes del

receptor para oleiletanolamida PPARa
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Para la realizacion de los estudios experimentales de esta tesis, se han utilizado las

instalaciones del Laboratorio de Investigacion y del Laboratorio de Medicina Regenerativa,
ambos pertenecientes a la Fundacion IMABIS (Instituto Mediterraneo para el Avance de la
Biotecnologia y la Investigacion Sanitaria). Ademads, se emplearon las instalaciones del

estabulario situado en la Facultad de Medicina de la Universidad de Malaga.

I. ANIMALES

En los experimentos realizados durante este estudio se han utilizado ratones macho
de las cepas C57Bl/6, con un peso medio de 25 + 5 gramos, ratones macho KO para el gen
del receptor del acido lisofosfatidico, y ratones macho KO para el gen del receptor PPAR«;
estos animales han sido criados en el estabulario de la Universidad de Malaga.

Los animales se mantuvieron acondicionados con un fotoperiodo dia/noche de 12
horas, bajo condiciones constantes de temperatura (20 + 2 °C) y humedad (40 = 5 % H.R.).
Los animales dispusieron de comida (dieta SAFE A04, Panlab, Barcelona, Espana) y bebida
ad libitum. Los protocolos de experimentacion se llevaron a cabo de acuerdo con REAL
DECRETO 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos, asi como con la directiva de la Comunidad

Europea 86/609/EEC, que regula la investigacion animal.

II. DROGAS
Los dos compuestos utilizados durante los protocolos de sensibilizacion fueron:
- Clorhidrato de cocaina (Plan Nacional sobre Drogas, Ministerio de Sanidad y
Consumo) diluido en suero salino (vehiculo), administrado por via subcutdnea.
- Oleiletanolamida (OEA) (Tocais Bioscience, Bristol, UK) diluido en Tween 80 al

5% en salino, y administrada por via intraperitoneal.
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II1. ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO

1. Test del campo abierto

Para llevar a cabo los protocolos, y debido a que los ratones son de color oscuro, se
utilizé un campo abierto de fondo blanco de dimensiones 50 x 50 x 50 cm. Las condiciones
de iluminacion en las que se lleva a cabo el desarrollo del experimento fueron determinadas
a 20-25 luxes. Los animales se situaron individualmente en el centro del campo abierto
después de la inyeccion de la droga o de salino y se registré y analizé su comportamiento
mediante videotracking (Smart, Panlab, Barcelona) durante 30 minutos. Los resultados

obtenidos se miden como distancia recorrida en centimetros, que nos sirve de indice de la

actividad locomotora de los animales de experimentacion.

A la izquierda vista del sistema de
videotracking asociado al campo abierto.
Arriba, ejemplo de un recorrido del animal
de experimentacion grabado por el sistema
informatico.
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2. Protocolo curvas dosis-respuesta

Para determinar las dosis adecuadas y para observar el perfil de la respuesta a

distintas dosis de cocaina en los distintos modelos animales estudiados se siguieron los

siguientes protocolos:

en el experimento con los ratones C57 se administrd cocaina subcutineamente a
dosis de 0, 5, 10 y 20 mg/kg. Seguido a la inyeccion de la droga se ensayo el test del
campo abierto durante treinta minutos.

en el experimento para ver el efecto de la OEA sobre la accion de la cocaina
administrada de forma aguda, se utilizo6 la dosis de 20 mg/kg de cocaina combinados
con diferentes dosis de OEA (0, 1, 5 y 20 mg/kg). Las mismas dosis de OEA se
administraron a ratones que solo recibieron vehiculo. Después de la inyeccion de la
combinacion correspondiente se ensayd el test del campo abierto durante treinta
minutos

en el experimento con los ratones KO para el receptor LPA1, se administraron las
dosis de 0, 5, 10 y 20 mg/kg de cocaina tanto a un grupo KO, como a un grupo wild-
type para el receptor. A continuacidon de la inyeccion de la droga, se ensayo el test

del campo abierto durante treinta minutos.

3. Protocolo de sensibilizacion

Se somete a los distintos modelos animales a un programa de cinco dias consecutivos

de administracion de cocaina subcutdnea a una dosis de 20 mg/kg. Por cada genotipo

condicionado con cocaina se trata otro grupo con vehiculo, de tal manera que:

en el experimento con los ratones C57 se tienen dos grupos, uno tratado con cocaina
y otro con vehiculo. Cada dia, después de la administracion de la droga o el vehiculo

se ensayo6 el campo abierto durante treinta minutos
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- en el experimento con los ratones carentes del receptor PPARa tendremos cuatro

grupos: los ratones KO tratados con cocaina y los tratados con vehiculo, y los
ratones normales tratados con cocaina y los tratados con vehiculo. Cada dia, después
de la administracion de la droga o vehiculo se ensay6 el campo abierto durante 30
minutos

- en el experimento para ver el efecto de la OEA sobre el condicionamiento con
cocaina tendremos tres grupos experimentales: el grupo tratado con vehiculo, el
grupo tratado con cocaina y un ultimo grupo tratado con cocaina mas una dosis de
OEA de 5mg/kg

- en el experimento con los ratones KO para el receptor LPA1, tendremos de nuevo
cuatro grupos experimentales: los ratones KO tratados con cocaina y los tratados con
vehiculo, y los ratones normales tratados con cocaina y los tratados con vehiculo.
Cada dia, después de la administracion de la droga o vehiculo se ensayd el campo

abierto durante 30 minutos

Después del programa de administracion de cocaina de cinco dias, se dejo descansar a
los distintos grupos experimentales otros cinco dias sin recibir ningun tipo de droga ni pasar
por el campo abierto.

Seis dias después de la ultima administracion, es decir, el dia 12 desde el comienzo del
programa, se ensayo con todos los grupos experimentales el campo abierto, pero esta vez
todos los animales recibieron una dosis de vehiculo. Con este procedimiento medimos la
locomocion condicionada.

Al dia siguiente medimos el efecto de la cocaina de nuevo, en este caso a una dosis de 10

mg/kg. Segin el modelo animal estudiado:
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- en el estudio de los C57 tendremos cuatro grupos experimentales, dos por cada grupo

de condicionamiento, es decir, los animales condicionados con vehiculo seran
tratados o con vehiculo o con cocaina 10 mg/kg, y los animales condicionados con
cocaina 20 mg/kg serdn tratados a su vez, con vehiculo o con cocaina 10 mg/kg. Este
dia se ensaya de nuevo el campo abierto para medir la activacion locomotora
- en el estudio de los ratones KO para PPARa y para LPA1, tendremos los mismos
grupos que en el caso anterior por cada genotipo
- en el estudio del efecto de la OEA sobre la sensibilizacion a cocaina tendremos
también cuatro grupos experimentales:
0 los animales condicionados con vehiculo recibieron vehiculo
O los animales condicionados con cocaina serdn tratados o con cocaina sola o
en combinacion con OEA 5 mg/kg
0 los animales condicionados con cocaina mas OEA, seran tratados con

cocaina.

IV. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Mediante PCRs (polymerase chain reaction) a tiempo real se llevd a cabo la
cuantificacion relativa de los ARN mensajeros (ARNm) de diferentes receptores y enzimas
implicadas en la neurotransmision cannabinoide, dopaminérgica y glutamatérgica.

En todo momento, las soluciones y materiales utilizados permanecian totalmente
libres de ARNasas por la aplicacion de protocolos especificos de manipulacion y limpieza

de las muestras y el area de trabajo.
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1. Extraccion del ARN total

Para el aislamiento del ARN total de las distintas zonas cerebrales se usé el método
del Trizol (Gibco BRL, Life Technologies, Baltimore, Maryland) (Chomczynski, P y
Socchi, N, 1987; Simas, D y cols, 1993; Maniatis, T y cols., 1998; Sewall, A y McRae, S,
1998).

Se homogeneizd entre 50-100 mg de tejido con una Ultra-Turrax (IKA Werke
GmbH, Staufen, Alemania) en 1 ml de Trizol. Se centrifugd a 12.000 g durante 10 minutos a
4°C, para eliminar grasa y el exceso de otros compuestos extracelulares. Se reservo el
sobrenadante y para separar las fases se afadio 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol,
agitando manualmente 15-20 segundos. Se incub6d durante 5 minutos a temperatura
ambiente para después centrifugar 15 minutos, a no mas de 12.000 g, a 4 °C.

Tras la centrifugacion, la muestra se separ6 en una fase inferior (fenol-cloroformo),
que contiene las proteinas, una interfase (DNA) y una fase superior acuosa, donde se
encontraba exclusivamente el ARN. Transferimos esta fase a un eppendorf limpio y libre de
ARNasas, cuidando de no contaminar con el DNA de la interfase.

Para precipitar el ARN, se afiadi6 a la fase acuosa ya transferida, 500 pl de
isopropanol por mililitro de Trizol. Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente. Se vuelve
a centrifugar 10 minutos a 12.000 gy a 4 °C.

Se elimina el sobrenadante y se lava el ARN precipitado con 1 mL de etanol al 75%.
Se agitd en vortex hasta que se desprendio el pellet, para después centrifugar de nuevo a
7.500 g durante 5 minutos a 4 °C.

Se elimina nuevamente el sobrenadante y se deja secar bien hasta que todo el etanol
se evapore (10-20 minutos). Para rehidratar y disolver el pellet de ARN se afiadieron 100 pl

de agua libre de ARNasas.
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2. Purificacion

Con objeto de tener una preparacion pura de ARN para la qPCR se realiz6 una la
limpieza del ARN utilizando el RNeasy Mini Kit de Qiagen, que contiene unas columnas
con una membrana de silica-gel que permite purificar hasta 100 pg de ARN (elimina
selectivamente la mayoria de las moléculas menores de 200 nucleodtidos, como el 5.8S
ARNr, 5S ARNr y ARNt, que suponen entre un 15-20% del ARN total). Con esta técnica se
elimind también la mayor parte del ADN, pero para asegurarnos de su total eliminacion se

incluy6 un paso de digestion en columna con ADNasa I (RNase-free DNase Set, Qiagen).

3. Cuantificacion

Una vez aislado y purificado, el ARN se midi6 su absorbancia a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro (Biotech Photometer, UV 1101, WPA). Para ello, de partida se hizo una
dilucion 1/80 en agua libre de RNAsas para cuantificar y en Tris-EDTA pH 7.3, para
comprobar la pureza. En todos los casos, la absorbancia a 260 nm se ajust6 a 0.1-1 para que
la cuantificacion fuera fiable y el ratio A260 (cuantifica ARN)/ A280 (cuantifica proteinas)
se comprobo que estuviera entre 1.8 y 2.

Para comprobar la integridad del ARN extraido, se pusieron las muestras en un gel
de agarosa al 2% en TBE 1x (Sigma). Como tamp6n de carga se utilizd glicerol al 50%,
EDTA 1 mM, azul de bromofenol al 0,4% y bromuro de etidio al 4%. En cada pocillo se
cargd 0,5 pg de ARN en 2 pl de tampon de carga. En estas condiciones, los ARNr 28S y
18S debian estar en proporcion 2:1, indicando que no hay degradacion significativa de la

muestra.

Imagen de un gel de ARN. La banda superior se corresponde con el ARNr 28S y la
inferior con el ARNr 18S.
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4. Transcripcion reversa (RT)

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realizd en un termociclador

(mastercycler gradient, eppendorf). Este paso de ARN a ADNCc se hizo en dos fases:

A. Para cada muestra se tomo:

- un volumen de ARN que contenia 2 pg ajustando el volumen a 26 pl con agua libre

de RNasas

- 2 ul random primer (oligonucleotidos de secuencia azarosa) (Roche)

Esta mezcla se puso en el termociclador con el siguiente programa de temperaturas:

1. 70°C 10 minutos
2.4°C 5 minutos
3. Hold 4°C o0

B. Para la transcripcion reversa se uséd la enzima M-MulLV reverse transcriptase (Roche
Applied Science, Indianapolis, USA). Se prepard una mezcla en la que se anadid por

cada muestra:

- 8 ul de tampodn de reaccion 5x
- 2wl dNTP (10 mM) (Roche)
- 0.5 ul (20 U) de inhibidor de las RNasas (Roche)

- 2l (40 U) M-MuLV 500 U
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Se afiadi6 12.5 pl de esta mezcla y se puso el siguiente programa de temperaturas:

1.25°C 10 minutos
2.42°C 60 minutos
3.70°C 30 minutos
4. Hold 4°C o

Se incluyeron controles negativos en las reacciones de RT eliminando la enzima M-

MuLV. Una vez terminado, se guardé el ADNc a -20 °C, listo ya para realizar las qPCRs.

5. PCRs cuantitativa a tiempo real.

La reaccion en cadena de la polimerasa se debe a Kary B. Mullis (1989), que ided
esta técnica gracias a la cual fue posible amplificar fragmentos especificos de ADN.

Con los afios esta técnica se ha perfeccionado y hoy en dia podemos hablar de PCR
cuantitativa a tiempo real, la cuantificacion del producto amplificado se realiza a medida que
se va sintetizando. Esta tecnologia se basa en el uso de fluoréforos que permiten detectar la
fluorescencia emitida y monitorizar en tiempo real lo que estd ocurriendo en cada ciclo de
amplificacion.

La cuantificacion se puede hacer, dependiendo del tipo de estudio que se esté
llevando a cabo, de forma absoluta (concentraciéon del producto) o relativa (porcentaje
respecto a un patron de referencia).

Para las PCRs cuantitativas a tiempo real se utilizé el iCycler (Biorad) y como
sistema de marcado fluorescente el Quantitec SYBR Green I PCR kit (Qiagen, Hilden,

Alemania).
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El SYBR Green I puede unirse a la doble hélice de ADN y emite una fluorescencia

proporcional a la concentracion de ADN (SYBR Green absorbe a una longitud de onda de
497 nm y emite a 520 nm).

Una vez desnaturalizado el ADN vy, tras la union del cebador o primer, las moléculas
de SYBR Green se van uniendo a la doble cadena y emite fluorescencia, de forma que si la
reaccion es monitorizada continuamente se puede ver como va aumentando la fluorescencia.
La fluorescencia que emite el SYBR no unido se usa como background.

Puede ocurrir que amplifiquen productos inespecificos porque se han formado
dimeros de primers. Para diferenciarlos de los productos de amplificacion en conveniente
hacer al final de la amplificacion una curva de fusion (los productos de PCR se someten a un
nuevo ciclo de desnaturalizacion de 60 a 95 °C, obteniéndose la grafica de la variacion de la
fluorescencia en funcion del tiempo). Si no ha habido formacion de dimeros de primers,
aparecera un solo pico, indicando que se trata de un solo producto especifico de

amplificacion.
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Para hacer la cuantificacion se realizdo una amplificacion simultdnea de estdndares

con diluciones seriadas de concentraciones conocidas de la diana, de modo que la
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amplificacion de las muestras debe estar entre las de los estdndares. Cuanto mas proximo

este el valor de la pendiente a -3.323, mayor serd la eficiencia de la reaccion:

|| Eficiencia = 10C"/pendiente) _ ¢ ||

Correlation Coefficient: 0,998 Slope: -3,813 Intercepk: 22,617 ¥ =-3,813 % + 22,617 o Unknownz
PCR Efficiency; 82,9 % o Standards

Threshald
s e 1 [ a3 [P
[RERS Silm w B S T

-2 -1 0 1 z 3
Lag Starting Quantity, picograms

Mediante el uso de la PCR cuantitativa a tiempo real se midid la expresion de una
serie de genes (ver Tabla 1) en las diferentes areas cerebrales de los animales tratados,

relacionados con el sistema cannabinoide, sistema dopaminérgico y sistema glutamatérgico.

Para determinar los niveles relativos de ARNm de cada uno de los genes
estudiados, se compararon con Beta-Actina, gen de expresion constitutiva, utilizado como
referencia estandar.

Para cada enzima o receptor se utilizé una pareja de cebadores (oligonucleotidos
sintéticos de unos 20 nucleétidos de longitud) complementarios a los extremos de la region
que se queria amplificar. Los cebadores para las PCRs fueron disefiados a partir de las
secuencias de los genes de raton localizados en la base de datos NCBI.

Para el disefio de los cebadores se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

- la longitud de cada uno de los cebadores debia ser en torno a 20 bases, tamafio ideal
para establecer una especificidad y rendimiento adecuados

- la temperatura de melting (Tm) de cada cebador de la misma pareja debia ser lo mas

parecida posible
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- el contenido de G + C (guanina mas citosina) debia ser del 50% aproximadamente

(40-60)

- no debian existir secuencias complementarias dentro de cada pareja de cebadores,
para evitar su dimerizacion.

Los oligonucleétidos fueron proporcionadas por Proligo (Proligo France SAS, Paris,
France).

La cuantificacion fue llevada a cabo en base a las curvas estandar realizadas al
mismo tiempo que las muestras. Los estandares fueron obtenidos mediante una
amplificacion por PCR a partir de muestras controles. El programa de temperaturas utilizado
para las PCRs fue el mismo para todos, salvo en lo que respecta a la temperatura de
hibridacién, que era especifica de cada pareja de cebadores (Tabla 2).

Los productos de cada PCR se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al
2% para poder comprobar el tamano del fragmento y la ausencia de otros fragmentos
contaminantes. Se cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 nm y se hicieron diluciones
seriadas 1/10. Estas diluciones fueron probadas en el iCycler y se eligieron aquellas
diluciones que estaban por encima y por debajo de la concentracion esperada de las
muestras, para formar la curva estandar.

La reaccion de PCR se prepar6 para cada muestra el siguiente volumen:

Componentes Volumen (ul)

Agua grado PCR 4.86
Primer sentido 0.32
Primer antisentido 0.32
Master SYBR Green 8

c¢DNA 2.5
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Cada reaccion fue realizada por duplicado en un volumen final de reaccion de 15 pl.

Los parametros establecidos en cada ciclo fueron los siguientes:

- 95 °C durante 15 minutos para activar a ia ADN polimerasa,

- 30-40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos,

- temperatura de hibridacién especifica para cada gen, durante 30 segundos

- paso final de extension a 72 °C durante 30 segundos en el que la fluorescencia es
adquirida

- analisis de las curvas de fusion para asegurar que Unicamente ha amplificado un

solo producto.

Una vez obtenidos los valores absolutos para cada gen y de cada muestra, se calculé

la proporcion entre cada gen analizado y el gen constitutivo (f-actina).

V. INMUNODETECCION (WESTERN-BLOTTING)
Esta técnica se utiliza para identificar y localizar determinadas proteinas en base a su

capacidad para unirse a anticuerpos especificos.

1. Preparacion de membranas

Para los western blotting del sistema cannabinoide se emplearon homogeneizados de
membranas de las 4 zonas a estudiar del cerebro de los ratones con los distintos
tratamientos: estriado, hipocampo, cerebelo y corteza prefrontal. Para la obtencion de estos
homogeneizados se procedid del sigutente modo:

Las regiones cercbrales de ratdn fueron diseccionadas, pesadas y almacenadas

individualmente en eppendorf, para congelarlos a -80 °C hasta su uso.
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A cada muestra se le afiadio en su tubo diez veces su peso en volumen (10 mL/g) de
tampén HEPES (de acide N-2-hidroxietil-piperazin-N’-2-etanosulfonico, Sigma-Aldrich

Co.) 50 mM a pH 8 con sacarosa 0.32 M. Las muestras siempre s¢ mantienen en hielo.

El siguiente paso fue homogeneizar las muestras y centrifugarias a 800 g durante 10
minutos a 4 °C (que permite la precipitacion de ntcleos, agregados no homogeneizados y
ADN). El sobrenadante se paséd a tubos de ultracentrifugacion, y se centrifugo a 40.000 g
durante 30 minutos, a 4 °C. En esta ocasion se descartd el sobrenadante (fraccion soluble), y
el precipitado se resuspendi6 al afiadirse ¥4 del volumen inicial (volumen diez veces mayor a
su peso) pero esta vez con tampdn HEPES 50 mM a pH 8 sin sacarosa.

Finalmente las muestiras se resuspendieron con pipetas de vidrio pasteur y los

homogeneizados cerebrales de membrana fueron repartidos y almacenados en alicuotas de

25 ug.

2. Cuantificacion de proteinas totales

Para la determinacion de proteinas se prepararon distintas diluciones de la proteina
utilizada como estandar, albumina de suero bovino, entre 25 y 2000 pg/m! y con ellas
tendremos una curva patron para cada vez que realicemos el ensayo:

I. Se anaden 5 pl de las diluciones apropiadas de los estandares y de las
muestras directamente sobre la microplaca de 96 pocillos. Como blanco se
utilizo el tampon donde se encontraba diluida la muestra.

2. A continuacion se afiaden 250 pl del reactivo azul de Coomassie (PIERCE,
Biotechnology, INC, IL, USA). Agitar durante 30 segundos.

3. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y seguido, medir la

densidad Optica a 595 nm en un espectrofotometro (VERSAmax, microplate
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- reader, MDS Inc, Toronto, Canada), restando la absorbancia medida para el
blanco.

4. Representar la densidad dptica (DOsos) frente a la concentracion de los

estandares, para obtener la curva patrén. Extrapolando los valores de DOsgs

de la muestra problema en la recta patrdn, se obtiene la concentracion de

proteinas.

3. Inmunodeteccion {western-blet).

La inmunodeteccion de proteinas fue introducida como una combinacién de dos de
las técnicas analiticas mas importantes en los Gltimos 30 afios; la electroforesis en gel y el
inmunoensayo. El método combina la capacidad analitica de la electroforesis con la
sensibilidad y especificidad del inmunoensayo. Esta técnica fue descrita por primera vez en
1979 por varios grupos, y especialmente por H. Towbin y cols. {1979).

Llevamos a cabo el analisis de western blot para los componentes del sistema
endocannabinoide (FAAH, CB1, MAGL, NAPE-PLD, DAGLa, DAGLS) v B-aétina, como
constitutivo. Utilizamos entre 25 y 50 pg de proteina. Las proteinas de interds se separaron
en funcion del peso molecular mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%
(el porcentaje de acrilamida depende del tamafio de la proteina que se quiere estudiar) en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Tras la electroforesis se procedid a la
transferencia de las proteinas. La transferencia de proteinas o 'blotting' supone la
inmovilizacion de las proteinas sobre membranas sintéticas, en este caso de nitrocelulosa.

La ventaja de este proceso es su corta duracién (de 30 min a pocas horas), lo que
reduce notablemente el efecto de difusion de las bandas. El procedimiento se inicia apilando
sucesivamente una esponja plana, papel de filtro empapado en tampoén de transferencia (Tris

25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20% v/v metanol, pH 8.3), el gel, la membrana en
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contacto directo con el gel, mas papel de filtro y finalmente una esponja plana. Este
conjunto se recoge entre dos capas de plastico perforado y se introduce en un tangue en el
gue se encuentra el tampén de transferencia y dos electrodos planos (disefiados para
conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se dispone de forma que el gel
quede hacia el anodo (-} y la membrana hacia el catodo (+). La carga neta de las proteinas en
el caso de los geles de SDS-PAGE es positiva debida a la carga del SDS.

La electroforesis se realiza a 90 voltios durante 2-3 h. La velocidad de transferencia
es inversamente proporcional al tamafio de la proteina. El proceso provoca un fuerte
calentamiento de la solucién por lo que se refrigera el sistema. Una vez realizada la
transferencia la membrana se puede analizar inmediatamente o bien conservarla en frio (2 a
8°C) durante meses.

Una etapa comun a todos los procedimientos de inmunodeteccion es el bloqueo, para
prevenir la unién no especifica del sistema de deteccidn a la membrana, con el resgo
asociado de tener un elevado "background' o falsos positives. En este caso, las membranas se
bloquearon durante 1 hora con BSA (3% BSA, 0.02% azida sodica, en PBS).

A continuacién se procedid a la incubacion durante toda la noche con el primer
anticuerpo especifico contra las proteinas del sistema endocannabinoide que se querian
estudiar (ver Tabla 3) diluidos en PBS mas 0.1% (v/v) de Tween 20 (PBST, tampon de
incubacion y lavado). Después de 3 lavados de 5 minutos en PBST, se tncub6 1 hora a 25 °C
con el segundo anticuerpo conjugado a peroxidasa (Sigma) en PBS. Finalmente, s¢ volvid a
lavar tal como se ha descrito previamente y se revelaron las bandas que contenian las
proteinas de interés utilizando un kit de luminol (Santa Cruz Biotechnology). Se

cuantificaron las distintas bandas por densitometria.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la cuantificacién de proteinas del sistema
cannabinoide.

VI. INMUNOHISTOQUIMICA

Se evalu6 la presencia del receptor PPARa en el sistema dopaminérgico cerebral de
. ratén mediante inmunohistoquimica.

Se utilizaron ratones CD1 adultos, que fueron anestesiados con Tribromoetanol 300
mg/kg (Fluka Chemika AG, Buchs, Swizerland), perfundidos transcardialmente con tampén
fosfato salino 0,1 M (PBS; pH 7.4) seguido de paraformaldehido al 4% en PBS a 4°C
durante 15 minutos. Los cerebros fueron diseccionados,y post-fijados toda la noche en
paraformaldehido a 4°C, equilibrado con sacarosa al 30% en PBS a 4°C, congelado y
cortado en secciones transversales de 30 um de grosor mediante un microtomo de
congelacidn (Leyca Microsystems GmbH, Alemania).

Después de varios lavados, las secciones fueron incubadas con un anticuerpo
mor_locional (raton) anti-tirosina hidroxilasa (Sigma; T2928), diiuido 1:500, y con un
anticuerpo policlonal {conejo) aﬁti—PPARa (Fitzgerald, RDI-PPARAabrx), diluido 1:500,
toda la noche a temperatura ambiente. Después de largos lavados en PBS, las secciones

fueron incubadas con un anticuerpo secundario anti-ratén IgG-FITC (Sigma; F2012) diluido
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1:200, y unlanticuerpo secundario anti-conejo [gG-Cy3 (Jackson; 711-166-152) diluido
1:300, durante dos horas a temperatura ambiente, Finalmente, las secciones fueron lavadas
en PBS y analizadas en un microscopio de epifluorescencia.

Las fotografias digitales fueron tomadas con un microscopio Olympus BX41
acoplado a una cdmara digital Olympus DP70. El brillo y contraste de las imagenes digitales
fueron ajustados con el programa Adobe Photoshop (Adobe Inc., San Jose, CA), y las

figuras fueron montadas y marcadas utilizando el Adobe PageMarker.
VIL. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados en todos los ensayos se presentan como la Media £ SEM (Standard
Error of the Mean) de al menos diez determinaciones por grupe experimental. Todos los
datos han sido analizades con los programas estadisticos SPSS 11.5 para Windows (Lead
Technologies} y GraphPad Prism 4 {GraphPad Software, Inc.).

La significatividad estadistica de los datos de comportamiento fue valorada aplicando -
el test del ANOVA de una via, y el test pos Hoc de Tukey. La significatividad estadistica de
los resultados de las cuantificaciones geénicas y proteicas fue analizada mediante un
ANOVA de dos vias, con el test pos Hoc de Bonferroni.

En todos los casos, se ha considerado una diferencia estadisticamente significativa a

partir de las probabiiidadés: (*) p<0.05, (**) p<0.01 y (***) p<0.001 de las comparaciones.

-61-



& MABIS RESULTADOS




Resultados @

I. ACCIONES DE LA COCAINA EN RATONES BI6C57

1. RESULTADOS COMPORTAMENTALES

La adiccion a drogas incluye complejos procesos comportamentales, y parece estar
relacionada con el fenémeno de sensibilizacion, fendémeno opuesto a la tolerancia. Consiste
en el aumento de algunos efectos producto de la administracion cronica con cocaina. Dado
que la sensibilizacion es un fendmeno que permanece por muchos afos (tal vez sea
irreversible), se ha utilizado como paradigma de las neuroadaptaciones inducidas por la
exposicion cronica a drogas y por tanto como elemento fenotipico de la adiccion. Ademas,
un lado interesante de la sensibilizacién es la locomocion condicionada, es decir, la
induccién de respuestas contextuales asociadas a la administracion de cocaina y que se
manifiestan como un incremento en la actividad locomotora del animal al ubicarlo en un
espacio/ambiente asociado a la administracion de cocaina.

En este conjunto de experimentos mostraremos como aparece la sensibilizacion a

cocaina en ratones de la cepa C57.

Curva dosis-respuesta a cocaina.

En un primer paso, se probaron tres dosis distintas de cocaina (5, 10 y 20 mg/kg)
administrada subcutaneamente. Después de cada administracion se ensay6 el campo abierto
durante treinta minutos. La distancia recorrida durante ese tiempo es indicativa de la
activacion locomotora inducida por la cocaina; los resultados se pueden ver en la figura 1.
Con el aumento de la dosis de la droga se aprecia un incremento en la locomocion,
alcanzando el méximo con la dosis de 20 mg/kg. Utilizaremos esta dosis para los

experimentos de sensibilizacion, por ser la que provoca una mayor activacion locomotora.
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Figura 1. Curva dosis-
respuesta a cocaina en ratones
de la cepa C57. Se ensayan
las dosis de 0, 5, 10 y 20
mg/kg de cocaina, y se mide
la distancia recorrida en
campo abierto durante 30
minutos. Los  resultados
vienen expresados como
Media = SEM (n=al menos
10).

Se somete a los animales de experimentacion a un programa de cinco dias consecutivos

en los que reciben cocaina subcutdnea (20 mg/kg) o vehiculo. Después de cada

administracion se midio la distancia recorrida, durante treinta minutos, en el campo abierto.

El resultado (ver figura 2), es un aumento de la actividad locomotora en los animales

tratados con cocaina con respecto a los animales tratados con vehiculo. Ademas, se puede

observar como el grupo tratado con cocaina aumenta su respuesta a lo largo del programa

de administracion, apareciendo diferencias significativas entre la activacion locomotora del

primer y ultimo dia, es decir, hay una sensibilizacion de la activacién locomotora inducida

por cocaina.
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Figura 2. Efecto de la
cocaina (20 mg/kg) sobre la
distancia recorrida en ratones
de la cepa C57, durante cinco

dias consecutivos. Se
compara el efecto de la
cocaina con respecto al

vehiculo en el mismo dia, y el
efecto de la cocaina el primer
y ultimo dia. Los resultados
vienen expresados como
Media + SEM (n=al menos
10).
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Locomocion condicionada inducida por cocaina.

Cinco dias después de la tltima administracién de cocaina se sometio a los animales al
test del campo abierto, pero en este caso, todos los animales recibieron como tratamiento
vehiculo. Como resultado (ver figura 3), los animales que habian sido condicionados
durante los primeros cinco dias con cocaina, muestran un aumento significativo de la
distancia recorrida durante los treinta minutos del test, con respecto a los animales que
habian sido condicionados con vehiculo. Es decir, los animales que recibieron un
tratamiento cronico con cocaina muestran una respuesta similar a la que hubieran mostrado
de haber recibido una dosis de cocaina. Es importante recordar que esta respuesta es un
condicionamiento contextual que supone el reconocer un espacio (contexto) asociado a la

cocaina, y por tanto supone la participacion de circuitos de memoria explicita de base

hipocampal.

Figura 3. Efecto del

Locomocion condicionada C57 condicionamiento con

cocaina (20 mg/kg) durante 5
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8 5 8000,0 después de la  Ultima
o 6000,0 + inyeccion, y tratando a los
g 4000,0 ~ dos grupos con vehiculo. Los
k2 2000,0 7 resultados vienen expresados
° 0.0 ] ] como Media + SEM (n=al

vehiculo cocaina menos 10).
Condicionamiento

Sensibilizacion locomotora inducida por cocaina.

De nuevo, ensayamos con los ratones de la cepa C57 utilizados en el experimento
anterior. Al dia siguiente de ensayar la locomocion condicionada, es decir, seis dias después
de la ultima inyeccion de cocaina, se vuelve a someter a los ratones al campo abierto durante

treinta minutos, pero en este caso a cada grupo de condicionamiento se le administrara

-64-



Resultados @

vehiculo o cocaina, y a una dosis de 10 mg/kg. De tal manera que tendremos cuatro grupos

experimentales: los animales condicionados con vehiculo y tratados de nuevo con vehiculo;
los animales condicionados con vehiculo y tratados con cocaina; los animales condicionados
con cocaina y tratados con vehiculo, y los animales condicionados con cocaina (20 mg/kg) y
que vuelven a recibir cocaina (10 mg/kg). Los resultados obtenidos (ver figura 4) revelan un
aumento de la actividad locomotora en los dos grupos que recibieron la dosis de 10 mg/kg
de cocaina, con respecto a sus grupos vehiculo. Ademas, este aumento es significativamente
mayor en los ratones que habian sido condicionados previamente con cocaina, que en los
ratones que reciben por primera vez una dosis de cocaina. Queda establecida una
sensibilizacién comportamental en estos ratones, que nos serviran como modelo de adiccion
para el estudio de gendmica, y asi identificar los cambios adaptativos asociados a la

induccion de sensibilizacion.

Figura 4. Efecto del
Sensibilizacion C57 HEH# condicionamiento con
cocaina (20 mg/kg) durante 5
dias, sobre la respuesta de los
ratones de la cepa C57
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después de la  ultima
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2. RESULTADOS DE GENOMICA

En este primer conjunto de experimentos se muestran los efectos de los diferentes
patrones de administracion de cocaina, sobre la expresion génica y en algin caso proteica,
de los diferentes componentes de los sistemas de neurotransmision elegidos. Este estudio se
ha realizado en un modelo animal como es el ratén de la cepa BI6C57. Estos elementos se
estudiaron en diferentes regiones cerebrales relacionadas con el sistema de recompensa. Se
analizaran los efectos de:

a. Del vehiculo

b. De la cocaina administrada de forma aguda (10 mg/kg)

c. Del tratamiento cronico con cocaina (20 mg/kg) durante cinco dias, seguido
de un periodo de descanso de 6 dias

d. Del efecto de una administracion aguda de cocaina (10 mg/kg) después del
tratamiento de cinco dias con cocaina (20 mg/kg), seguido de 6 dias de
descanso

Los sistemas de neurotransmision seleccionados seran el sistema dopaminérgico, el

sistema glutamatérgico y el sistema endocannabinoide.

2.1. Sistema dopaminérgico

Como hemos visto en la introduccion, el mecanismo de accion de los
psicoestimulantes afecta directamente a los terminarles dopaminérgicos mesotelencefalicos.
Hay gran numero de estudios que demuestran que la dopamina contribuye, al menos en
parte, en los efectos de refuerzo de muchas drogas de abuso a través de sus proyecciones

mesolimbicas (a niicleo acumbens) y mesocorticales (a corteza prefrontal).
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También, hay evidencias fisiologicas y farmacoldgicas de que la transmision

dopaminérgica mesolimbica y nigroestriatal son cruciales en la expresion de la
sensibilizaciéon comportamental a cocaina. Sin embargo, los efectos de la exposicion a
cocaina sobre el sistema de neurotransmision dopaminérgico no estan claros en la literatura,
y parecen ser debido a los distintos regimenes de dosis, vias de administracion, etc.

En este apartado veremos como afectan diferentes patrones de administracion a la
expresion génica de los distintos componentes del sistema dopaminérgico. A su vez el
estudio se hizo en tres zonas distintas del circuito de recompensa: estriado, hipocampo y
corteza prefrontal. El estudio se repitid en una cuarta zona utilizada como control negativo:
el cerebelo, una zona que no forma parte, al menos directamente, del sistema de
recompensa, pero que si esta relacionada con el control de la locomocién y en el que existe

una importante transmision noradrenérgica que es sensible a las acciones de la cocaina.

2.1.1. Estriado
2.1.1.1.Receptor

La transmisién dopaminérgica esta mediada por receptores de membrana especificos
de tipo metabotropico. En el SNC de vertebrados se encuentran cinco subtipos de este
receptor, pero es el subtipo D1 el que presentando una alta densidad sobre las neuronas
estriatales se ha vinculado a las acciones de la cocaina. Este receptor estd implicado en la
sensibilizacién comportamental a cocaina ya que los antagonistas del receptor D1 atentan la
expresion de la sensibilizacion, y esta se afecta en los animales carentes de receptor D1

En este caso, el ANOVA de dos vias muestra una interaccion significativa entre los
factores pretratamiento y tratamiento, ademas de un efecto significativo del pretratamiento
para los niveles de ARNm del receptor D1 en el estriado (ver figura 5). Esto quiere decir

que el nivel de ARNm del receptor D1 varia dependiendo de si ha habido previamente una
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exposicion cronica a cocaina o no. En el caso de haber habido un pretratamiento con cocaina

hay un aumento significativo de la expresion génica del receptor de dopamina D1. Sin

embargo, la exposicion aguda a cocaina no varia per se el receptor D1.

D1 Figura 5. Efecto agudo del
vehiculo y la cocaina sobre los
i [ veh niveles del ARNm del receptor de
= I coc dopamina D1 en estriado,
obtenidos de ratones pretratados
con vehiculo y cocaina (5 dias de
inyecciones diarias, seguido de 7
0.01 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades
0.00 : : arbitrarias (MediatSEM; n=8). La
veh coc tabla muestra los resultados del
pretratamiento analisis ANOVA de dos vias
— 7,;74 O’zm considerando el pretratamiento
Tratamiento 0,7171 0,4043 cronico y el tratamiento agudo
Pretratamiento| 64.72 | <0.0001 como factores principales.

0.04+

0.03+

0.02+

D1/B-ACTINA
(valores relativos)

2.1.1.2.Sintesis

Es conocido que la cocaina produce un aumento de la dopamina en las areas
relacionadas con la recompensa, lo que podria ser debido a cambios en la expresion génica
de la enzima de sintesis de la dopamina, la tirosina hidroxilasa. Para ver como varia en
nuestro estudio medimos los niveles de expresion de ARNm de esta enzima por PCR a
tiempo real (ver figura 6).

El ANOVA de dos vias muestra cambios significativos debidos al pretratamiento que
hayan recibido los animales, al tratamiento agudo y ademds una interaccion significativa
entre las dos variables. Es decir, el efecto de la exposicion aguda a la droga varia
dependiendo de si ha habido un pretratamiento previo con cocaina o no. De manera que en
el caso de la exposicion aguda a cocaina en animales con un pretratamiento con vehiculo,
los niveles de ARNm de la TH disminuyen con la cocaina de manera significativa. Sin

embargo en el caso de que haya habido una administracion crénica de cocaina antes de la
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exposicion aguda a la droga, los niveles de ARNm de la TH aumentan, lo que indica una

potenciacion de la sintesis de dopamina. Ademds, también podemos decir que el
pretratamiento croénico con cocaina aumenta los niveles basales de expresion de la enzima

de sintesis de la dopamina (efecto general del tratamiento).

TH Figura 6. Efecto agudo del vehiculo

0.0075- y la cocaina sobre los niveles del
- veh ARNm de la enzima de sintesis de la

= I coc dopamina, la tirosina hidroxilasa, en

0.0050- estriado, obtenidos de ratones

pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido

TH/B-ACTINA
(valores relativos)

0.0025- ] .
de 7 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades

0.0000 : : arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La

ven . cec tabla muestra los resultados del

pretratamiento analisis ANOVA de dos vias

_ F P considerando el  pretratamiento
Interaccion 19,87 0,0001 y e .

Tratamiento 6,132 0.0196 cronico y el tratamiento agudo como
Pretratamiento 36,94 <0.0001 factores principales.

2.1.1.3.Transportador

Otro de los componentes del sistema dopaminérgico estudiados en este trabajo es el
transportador de dopamina, DAT, encargado de la recaptura presindptica del
neurotransmisor. Esta proteina es la diana de la cocaina, que actia bloqueando la recaptura
mediante el bloqueo del transportador. Hay multiples evidencias en la literatura que indican
que el bloqueo de DAT por cocaina y la subsecuente elevacion de la dopamina extracelular
median la estimulacion y los efectos de recompensa de la cocaina.

El analisis estadistico indica que hay diferencias significativas en el nivel de ARNm
de DAT debidos tanto al tratamiento como al pretratamiento, ademéas de haber una
interaccion entre las dos variables (ver figura 7). Los niveles de expresion de DAT
aumentan de manera mas robusta con el tratamiento agudo con cocaina si ha habido un

tratamiento cronico previo con cocaina. Ademas, los niveles basales de ARNm del DAT
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bajan significativamente con la administracion cronica de cocaina, posiblemente en

respuesta al periodo de descanso tras el tratamiento cronico.

DAT Figura 7. Efecto agudo de} vehiculo
0.007- y la cocaina sobre los niveles del
—veh ARNm del transportador de
<3 000671 I coc dopamina en estriado, obtenidos de
E% 0.0057 :.: ratones pretratados con vehiculo y
Q © 0.004+ cocaina (5 dias de inyecciones
@ @ 0.003 diarias, seguido de 7 dias de
g% 0.002+ tratamiento). Los resultados se
2 0.0014 expresan en unidades arbitrarias
0.000 . . (MediatSEM; n=8). La tabla
veh coc muestra los resultados del andlisis
pretratamiento ANOVA de dos vias considerando el
F P pretratamiento  crénico y el
e T tratamiento agudo como factores

Pretratamiento 9,333 0,0049 principales.

2.1.2. Hipocampo
2.1.2.1.Receptor

En este caso (ver figura 8), el analisis estadistico solo nos indica que hay interaccion
entre las dos variables, pero no hay efecto significativo sobre la expresion del receptor de
dopamina D1. De manera que podriamos decir que en el caso del hipocampo la cocaina no

produce variaciones en la expresion génica del receptor D1 de manera significativa.

D1 Figura 8. Efecto agudo del vehiculo y

0.0025- la cocaina sobre los niveles del ARNm
Cveh del receptor de dopamina, D1 en

000204  — e . coc hipocampo, obtenidos de ratones

pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de
0.0010- 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias
(Media=SEM; n=8). La tabla muestra

0.0015+

D1/B-ACTINA
(valores relativos)

0.0005+

0.0000 : : los resultados del analisis ANOVA de
ven . cec dos vias considerando el
pretratamiento pretratamiento cronico y el tratamiento
_ F P agudo como factores principales.
Interaccioén 6,264 0,0184
Tratamiento 1,933 0,1753
Pretratamiento 0,3093 0,5825
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2.1.2.2.Sintesis

No ocurre lo mismo que en el caso del receptor (ver figura 9), ya que al estudiar la

sintesis de dopamina el analisis estadistico de los resultados nos muestra que hay cambios

significativos debidos al pretratamiento recibido, al tratamiento agudo y ademads, hay

interaccion entre ellos. En este caso, los niveles basales de ARNm de la TH aumentan

significativamente con un pretratamiento cronico con cocaina, ademas de que en estos dos

grupos el efecto de la dosis aguda posterior produce una disminucion mayor de los niveles

de expresion de la enzima en comparacion con lo que ocurre en el caso de que el

pretratamiento se haya realizado con suero salino. Estas acciones son especulares con

respecto a las encontradas en estriado. Hay que tener en cuenta que en el hipocampo hay una

fuerte presencia de terminales noradrenérgicos, por cual estos podrian contribuir a las

acciones descritas.

0.0025+

0.0020+

0.00154

0.0010+

0.0005+

TH/B-ACTINA
(valores relativos)

0.0000

=

TH

T
veh

pretratamiento

T
coc

[3

Interaccion

93,65

<0.0001

Tratamiento

128,1

<0.0001

Pretratamiento

64,59

<0.0001

Cdveh
I coc

2.1.2.3.Transportador

Figura 9. Efecto agudo del vehiculo y la
cocaina sobre los niveles del ARNm de
la enzima de sintesis de la dopamina, la
tirosina hidroxilasa en hipocampo,
obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones
diarias, seguido de 7 dias de tratamiento).
Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla
muestra los resultados del andlisis
ANOVA de dos vias considerando el
pretratamiento crénico y el tratamiento
agudo como factores principales.

Seglin los resultados de la figura 10, el transportador de dopamina, DAT, seria el

componente del sistema dopaminérgico mas afectado en el hipocampo por la administracion

cronica con cocaina. El ANOVA de dos vias nos muestra que hay un efecto significativo del
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pretratamiento, es decir, el hecho de que haya habido un tratamiento crénico con cocaina

aumenta de manera significativa los niveles del transportador en el hipocampo, sin que
afecten tratamientos posteriores.

El hecho de que estos animales sensibilizados muestren un incremento en la TH
unido al fuerte incremento en el transportador indican que en el hipocampo la
sensibilizacién/locomocion condicionada tiene un sustrato dopaminérgico importante que
podria estar relacionado con la memoria contextual que se activa en los procesos de

condicionamiento espacial asociados a la administracion de cocaina.

DAT Figura 10. Efecto aguflo del vehiculo y
la cocaina sobre los niveles del ARNm
2:23: lveh dgl transportador 'de dopamina en
<3 006 I B coc hipocampo, obtenlflos de r’atones
é% 006 pfetratac.los con Vehl.cul.o y cocaina 5
Q3 0'04_ d%as de inyecciones diarias, seguido de 7
% 3 ool dias de tratamlento).' Los resultafios se
%5 expresan en unidades  arbitrarias
o 0027 (Mediax=SEM; n=8). La tabla muestra los
g:gi_ — .i . resultados Fiel analisis ANOVA de. dos
veh coc vias considerando el pretratamiento
pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como
F P factores principales.

Interaccion 0,1691 0,6841

Tratamiento 2,34 0,1373

Pretratamiento 246,7 <0.0001

2.1.3. Corteza prefrontal
2.1.3.1.Receptor

El nivel de expresion de ARNm del receptor de dopamina D1 en corteza prefrontal
(ver figura 11) varia significativamente debido al tratamiento agudo, ademés de mostrar un
efecto debido a la interaccion entre el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo. De
esta manera, podemos decir que el tratamiento agudo con cocaina disminuye los niveles del
receptor de dopamina, siendo mas fuerte el descenso de los niveles de ARNm si no ha

habido previamente un pretratamiento cronico con cocaina. Este hecho indica que la corteza
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prefrontal es un sustrato importante en la sensibilizacion a cocaina, posiblemente al

determinar estrategias comportamentales fijas (estereotipias, locomocion condicionada,

condicionamiento, etc.).

D1
0.0015+ h
—~ L —
» I coc
< g T
£ = 0.0010-
o (_U
< [
o g
= 5 0.0005
[a G
2
0.0000 T T
veh coc

pretratamiento

F

Interaccioén

40,42

<0.0001

Tratamiento

48,79

<0.0001

Pretratamiento 0,5056

0,4829

2.1.3.2.Sintesis

Figura 11. Efecto agudo del vehiculo y
la cocaina sobre los niveles del ARNm
del receptor de dopamina D1 en corteza
prefrontal,  obtenidos de  ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de 7
dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades  arbitrarias
(Media+=SEM; n=8). La tabla muestra los
resultados del analisis ANOVA de dos
vias considerando el pretratamiento
créonico y el tratamiento agudo como
factores principales.

En el caso de la sintesis de dopamina en corteza prefrontal (ver figura 12), los

resultados nos indican que los cambios en la expresion génica de la enzima TH son debidos

al tratamiento agudo, aunque igual que en el caso del receptor D1 en esta zona, hay una

interaccion entre el pretratamiento y el tratamiento. Los niveles de expresion de la TH

disminuyen con el tratamiento agudo. Sin embargo, si ha habido un pretratamiento cronico

con cocaina, los niveles de expresion de la TH aumentan.

0.002+

0.001+

TH / B-ACTINA
(valores relativos)

0.000

TH

Jveh
I cod

T
veh

pretratamiento

T
coc

F

Interaccioén

41,1

<0.0001

Tratamiento

2,928

0,0981

Pretratamiento

89,26

<0.0001

Figura 12. Efecto agudo del vehiculo y la
cocaina sobre los niveles del ARNm de la
enzima de sintesis de la dopamina en
corteza prefrontal, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5 dias
de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de
tratamiento). Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8).
La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el
pretratamiento cronico y el tratamiento
agudo como factores principales.
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2.1.3.3.Transportador

Con respecto al transportador de dopamina, ocurre lo mismo que en el caso de la
sintesis, los resultados nos indican que los cambios en la expresion génica de DAT (ver
figura 13) son debidos al tratamiento agudo, aunque igual que en el caso del receptor D1 en
esta zona, hay una interaccion entre el pretratamiento y el tratamiento. Los niveles de
expresion de DAT disminuyen con el tratamiento agudo. Sin embargo, si ha habido un

pretratamiento cronico con cocaina, los niveles de expresion de DAT aumentan.

DAT Figura 13. Efecto agudo del vehiculo y
0.0025- la cocaina sobre los niveles del ARNm
Cveh del transportador de dopamina en
< "2’ 0.0020- I coc corteza prefrontal, obtenidos de ratones
= > 7 ’
E S pretratados con vehiculo y cocaina (5
O & 0.0015+ , . . .y .
<o T dias de inyecciones diarias, seguido de 7
D2 5 0010- L dias de tratamiento). Los resultados se
t 3 expresan en unidades  arbitrarias
0 2 000051 (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los
0.0000 .- . resultados del analisis ANOVA de dos
veh coc vias considerando el pretratamiento
pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como
F P S
Interaccioén 53,18 <0.0001 factores prlnCIPales'
Tratamiento 0,3074 0,5837
Pretratamiento 79,44 <0.0001

2.1.4. Cerebelo
2.1.4.1 Receptor

Los niveles de expresion del transportador de dopamina en el cerebelo (ver figura
14) muestran variaciones significativas debidas al pretratamiento que hayan recibido los
ratones, al tratamiento agudo que recibieran después y ademads, a una interaccion entre las
dos variables, segin el ANOVA de dos vias. Los niveles de¢ ARNm del receptor descienden
con el tratamiento agudo con cocaina, en relacion con el efecto del vehiculo. Pero ademas,
esta disminucion es mayor en el caso de que no haya habido un contacto previo con la

droga.
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Figura 14. Efecto agudo del vehiculo y
D1 la cocaina sobre los niveles del ARNm
0.00015+ del receptor de dopamina D1 en
- CJveh .

- - - coc cerebelo, obtenidos de
é.g £.00016. pretratados con vehiculo y cocaina (5
5 g ' dias de inyecciones diarias, seguido de
z " 7 dias de tratamiento). Los resultados
= g 0.00005 se expresan en unidades arbitrarias
oS (MediatSEM; n=8). La tabla muestra
- los resultados del analisis ANOVA de
0.00000 veh coe dos vias considerando el
pretratamiento pretratamiento cronico y el tratamiento

= 5 agudo como factores principales.
Interaccioén 5,77 0,0235

Tratamiento 29,21

50,02

<0.0001
<0.0001

Pretratamiento

2.1.4.2 .Sintesis

En el cerebelo, el analisis por PCR a tiempo real de la enzima de sintesis de la

dopamina (ver figura 15) muestra diferencias debidas a las dos variables tenidas en cuenta,

ademds de una interaccion entre ellas. El efecto del tratamiento agudo con cocaina es

diferente segin haya habido un pretratamiento crénico previo con cocaina o no, de manera

que en el caso de que el tratamiento agudo con cocaina sea el primer contacto con la droga

habra una disminucion de la expresion de la enzima de sintesis en comparacion con los

niveles del grupo control. Sin embargo, si ha habido un pretratamiento con cocaina, los

niveles de ARNm de la TH aumentan con respecto al grupo que recibe una dosis aguda de

vehiculo.

0.006+
o 0.0054
0.004+
0.003+

0.002+

TH/ B-ACTINA
(valores relativos

o
)
<]
T

0.000

TH

[veh
== I coc

T T
veh coc

pretratamiento

F P

Interaccioén 111,2 <0.0001

Tratamiento 36,96 <0.0001

Pretratamiento 10,95 0,0027

Figura 15. Efecto agudo del vehiculo y
la cocaina sobre los niveles del ARNm
de la enzima de sintesis de la dopamina
en cerebelo, btenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de
7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias
(MediaxSEM; n=8). La tabla muestra
los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el
pretratamiento cronico y el tratamiento
agudo como factores principales.
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2.1.4.3.Transportador

Con respecto al transportador de dopamina en el cerebelo (ver figura 16) también
aparecen diferencias significativas debidas a las dos variables tenidas en cuenta, ademas de
una interaccion entre ellas. En este caso, el nivel de ARNm de DAT disminuye con la
primera dosis aguda de cocaina, mientras que aumenta significativamente si ha habido un
tratamiento crénico previo con cocaina. De hecho, los niveles de DAT estan aumentados de

manera basal en los animales que han recibido un pretratamiento con cocaina.

DAT Figura 16. Efecto agudo del vehiculo y
la cocaina sobre los niveles del ARNm
—veh [ del transportador de dopamina en
I coc cerebelo, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de 7
= dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades  arbitrarias
(Media=SEM; n=8). La tabla muestra los
0.000 . . resultados del analisis ANOVA de dos
veh coc vias considerando el pretratamiento
pretratamiento créonico y el tratamiento agudo como

F P factores principales.
Interaccion 111,7 <0.0001
Tratamiento 30,88 <0.0001

Pretratamiento 19,96 0,0001

0.002+

0.001+

DAT / B-ACTINA
(valores relativos)

2.2.Sistema cannabinoide

Todas las evidencias indican que el sistema endocannabinoide es un importante
constituyente de los sustratos neuronales implicados en la adiccién. De hecho, las neuronas
dopaminérgicas de la via mesocorticolimbica estan controladas por inputs excitatorios e
inhibitorios que son modulados por el receptor CB1. Otra de las razones de peso para
estudiar el sistema cannabinoide en nuestro modelo animal es que los endocannabinoides
participan en la plasticidad sindptica del sistema mesolimbico, relacionada con los procesos
de aprendizaje asociados al comportamiento adictivo, y son potentes moduladores de la

transmision glutamatérgica.
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En este apartado veremos como afectan los diferentes patrones de administracion a la

expresion génica de los distintos componentes del sistema endocannabinoide. A su vez el
estudio se volvid a repetir en las cuatro zonas cerebrales estudiadas en el caso antesrior:
estriado, hipocampo, corteza prefrontal y cerebelo.

Para comprobar si los cambios observados en los niveles d¢ ARNm de los distintos
componentes del sistema cannabinoide, obtenidos mediante PCR a tiempo real, se
correspondian con una alteracion en el nivel de expresion de las proteinas correspondientes,
se analizd también mediante Western Blots el nivel de las proteinas de los mismos
componentes del sistema.

2.2.1. Estriado
2.2.1.1.Receptor

El receptor cannabinoide tipo 1 es un receptor metabotrdpico acoplado a proteinas
Gi/o, de manera que modula a la adenil ciclasa, a los canales i6nicos y a las kinasas
reguladas por sefiales extracelulares. La densidad de este receptor es muy elevada en el
SNC, aunque también se ha descrito a nivel periférico.

Se ha demostrado que los cannabinoides tienen la capacidad de activar el sistema
mesolimbico dopaminérgico, lo cual se relaciona con la aparicion de los efectos reforzantes
de todas las drogas de abuso. Pero los cannabinoides no afectan directamente a la actividad
de los terminales axoénicos de las neuronas dopaminérgicas, sino que controlarian la
actividad dopaminérgica mediante la regulacion de la liberacion de otros neurotransmisores
como el GABA y el glutamato. Asi, se ha descrito que receptores CB1 localizados
presindpticamente regulan la liberacion de glutamato y GABA en el area tegmental ventral,
modificando la actividad eléctrica de estas neuronas dopaminérgicas.

El analisis de la expresion de ARNm del receptor CB1 en el estriado (ver figura 17)

nos muestra diferencias significativas entre los grupos, debidas a tanto al pretratamiento
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recibo, como al tratamiento agudo posterior, como a una interaccion entre ellas. De manera

que los niveles de ARNm de CB1 aumentan siempre que hay un tratamiento agudo con
cocaina, aunque en el caso de que no haya habido contacto previo con la droga, el aumento
de expresion de CB1 es mayor.

Sin embargo, los niveles de la proteina medidos por western blot nos muestran que
solo aparecen diferencias significativas debidas al pretratamiento, y por tanto los niveles de
CB1 en membrana disminuyen drasticamente cuando hay un pretratamiento crénico con
cocaina, en comparacion con los niveles basales de los animales tratados con vehiculo. Esto

indica una disociacion entre expresion y traduccion a nivel estriatal.

CB1 PCR CB1WB
— T
0.2 3.5
- veh 5o I veh
<2 = B coc e . coc
z s £ > 251 I
= g
o3 Q3 20
< 2 011 D g
0 ® 1.5+
Q3 390
B 89 104
0T g
2 = 0.5
0.0 . T
0.0 T T
veh coc veh coc

pretratamiento pretratamiento

F P F P
Interaccion 4,782| 0,0373 Interaccion 0,3514 |0,5643
Tratamiento 17,06 0,0003 Tratamiento 0,07465]0,7893
Pretratamiento |7,144] 0,0124 Pretratamiento| 9,758 |0,0088

Figura 17. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina del
receptor cannabinoide tipo 1 en estriado, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y cocaina
(5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de

dog viac canciderandn el nretratamienta cranicn v el tratamienta aonda coma factarec nrincinaleg

2.2.1.2.Sintesis

Los dos principales cannabinoides endégenos son la anandamida y el 2-AG, son
agonistas del receptor CB1, de naturaleza lipidica. La sintesis de de la anandamida se
produce por la hidrdlisis del fosfolipido precursor N-araquidonil fosfatidiletanolamina
(NAPE), reaccion catalizada por la fosfolipasa D (PLD), produciendo acido fosfatidico y

anandamida (Piomelli y cols., 1998).
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El 2-AG presenta menor afinidad que la anandamida por los receptores
cannabinoides, pero se halla presente en el cerebro a concentraciones mucho mayores que
esta ultima (Sugiera et al., 1995). La sintesis de 2-AG comienza cuando el fosfatidilinositol
es hidrolizado por una fosfolipasa C (PLC) produciendo diacilglicerol, el cual sera
convertido en 2-AG por la accién de la diacilglicerol lipasa. Se describe también una
segunda via en la cual la accion de la fosfolipasa Al (PLAI1) sobre el fosfatidilinositol
genera un lisofosfolipido que, al ser hidrolizado por la lisofosfolipasa C, generara 2-AG.
Ademas hay dos isoformas de la DAGL, la isoforma alfa y la beta.

Los niveles de ARNm, medidos por PCR a tiempo real, de la isoforma DAGLa en
estriado (ver figura 18) muestran diferencias significativas debidas al pretratamiento
recibido y a una interaccion del pretratamiento con el tratamiento subsecuente. Esto es, los
niveles de esta isoenzima disminuyen con el tratamiento crénico con cocaina, pero de
manera dependiente del tratamiento agudo posterior. Sin embargo, los niveles de proteina no
varian con ninguno de los tratamientos, segun se aprecia en los resultados del western blot.

En cuanto a la isoforma beta de la enzima de sintesis del 2-AG (ver figura 19), el
ANOVA de dos vias de los resultados de la PCR a tiempo real, muestra diferencias
significativas debidas al pretratamiento, al tratamiento posterior, y a una interaccion entre
las dos variables. De manera que los niveles de ARNm de esta isoforma enzimatica
aumentan con el tratamiento agudo de cocaina, pero de manera mas robusta si ha habido un
pretratamiento cronico previo con cocaina. Sin embargo, los niveles de proteina a nivel de
membrana solo nos muestran cambios significativos debidos al tratamiento agudo,
independientemente del pretratamiento que hayan tenido. Los niveles de proteina DAGLf

disminuyen con el tratamiento agudo de cocaina.
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Figura 18. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide diacilglicerol alfa en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
principales.
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Figura 19. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide diacilglicerol beta en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
princinales.

Con respecto a la enzima de sintesis de la anandamida, la NAPE-PLD (ver figura
20), el nivel de ARNm medido por PCR a tiempo real tiene un patron de expresion similar al
de la DAGLa. Aparecen diferencias significativas debidas al pretratamiento y a una

interaccion de este con el tratamiento agudo. Es decir, los niveles de la enzima de sintesis
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disminuyen con el tratamiento créonico con cocaina, y ademas es responsable de la magnitud

del efecto del tratamiento agudo posterior. Sin embargo, los niveles de proteina no varian

con ninguno de los tratamientos, como se puede ver en los resultados del western blot.
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Figura 20. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide NAPE-PLD en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
princinales.

La anandamida es inactivada en el cerebro mediante dos mecanismos
complementarios. El primero es la recaptacion mediante transportadores especificos, y tras
este proceso se produce una degradacion enzimatica. Se ha identificado una enzima unida a
membrana que cataliza la hidrdlisis de anandamida a é4cido araquidénico y etanolamina,
denominada amido hidrolasa de 4cidos grasos, FAAH (Cravatt et al., 1996).

El 2-AG es eliminado, como la anandamida, a través de un proceso que consta de
dos pasos: la recaptacion a través del mismo sistema de transporte que la anandamida, y la
posterior degradacion enzimadtica en el interior celular. Se ha descrito que el 2-AG es un

sustrato de la FAAH. Sin embargo, también se ha sugerido la existencia de otros enzimas

implicados en la degradacion del 2-AG. Asi se ha demostrado que la monoglicérido lipasa,
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MAGL, puede hidrolizar el 2-AG, pero no la anandamida, sugiriendo que pueda participar

especificamente en la inactivacion de este endocannabinoide (Dinh et al., 2002).

El ANOVA de dos vias de los resultados de la PCR a tiempo real para la enzima de

degradacion MAGL en estriado (ver figura 21), muestra diferencias significativas debidas
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Figura 21. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion cannabinoide MAGL en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (MediaxtSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores

nrincinales
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Figura 22. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion de cannabinoides FAAH en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como factores

principales.
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al pretratamiento, al tratamiento posterior, y a una interaccion entre las dos variables. De

manera que los niveles de ARNm de esta enzima aumentan con el tratamiento agudo de
cocaina, pero de manera mas robusta si ha habido un pretratamiento crénico previo con la
droga. Sin embargo, los niveles de proteina a nivel de membrana solo nos muestran cambios
significativos debidos al pretratamiento que hayan recibido, pero con un efecto dependiente
del tratamiento agudo. Los niveles de proteina MAGL disminuyen con el pretratamiento
crénico con cocaina.

En cuanto a la enzima de degradacion FAAH en estriado (ver figura 22), el
ANOVA de dos vias de los resultados de la PCR a tiempo real, muestra diferencias
significativas debidas al pretratamiento, al tratamiento posterior, y a una interaccion entre
las dos variables. De manera que los niveles d¢ ARNm de esta enzima aumentan con el
tratamiento agudo de cocaina, pero de manera mas robusta si ha habido un pretratamiento
crénico previo con cocaina. Sin embargo, los niveles de proteina a nivel de membrana no

muestran cambios significativos.

2.2.2. Hipocampo
2.2.2.1.Receptor

En el area hipocampal, la expresion de ARNm del receptor CB1 (ver figura 23) se
ve afectada tanto por el tratamiento agudo, como por el pretratamiento que hayan tenido
inicialmente, ademas de ser el efecto de uno dependiente del otro. Es decir, la cocaina
administrada de forma aguda aumenta los niveles de ARNm del receptor cannabinoide, pero
de una manera mas fuerte en el caso de no haber habido contacto previo con la cocaina. Sin
embargo, si nos fijamos en la expresion de la proteina en la membrana, podemos ver que
solo hay un efecto del pretratamiento, de manera que el pretratamiento cronico con cocaina

disminuye significativamente el nimero de receptores en la membrana.
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2.2.2.2 Sintesis

Los niveles de expresion de ARNm de la enzima de sintesis DAGLa en el
hipocampo (ver figura 24) se, ven afectados por el pretratamiento que hayan recibido los
ratones, pero de manera dependiente del tratamiento agudo posterior. Asi, los niveles de
DAGLa disminuyen con el pretratamiento con cocaina, pero de una manera mas suave si ha
habido una administracién aguda de cocaina. Es decir, el tratamiento agudo con cocaina
revierte la disminucion de la sintesis de cannabinoides producida por el tratamiento cronico.

No obstante, los niveles de enzima expresada a nivel de membrana solo varian con el
pretratamiento, y de tal manera que la administracién crénica con cocaina aumenta los

niveles de proteina, lo que podria indicar mayor actividad de sintesis.
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0.2 25- — —
| — E=Iveh a0 I E=Iveh
<3 = EE coc 3 N coc
23> Z 3 254
FER 5%
Qo < T 207
r :/_1 017 Q¢ 15
g9 S8t
m S 8 S 101
O S
= ~ 0.59
0.0 T T
0.0 T T
veh coc veh _ coc
pretratamiento pretratamiento

F P F P
Interaccion [4,782| 0,0373 Interaccion 0,3514 |0,5643
Tratamiento 17,06 0,0003 Tratamiento 0,07465)0,7893

Pretratamiento |7,144| 0,0124 Pretratamiento| 9,758 [0,0088

Figura 23. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina del
receptor CB1 en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y cocaina (5 dias
de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias (Media+SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos vias
considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como factores principales.

Con respecto a la otra isoforma de la enzima de sintesis del cannabinoide 2-AG, los
niveles de ARNm en hipocampo (ver figura 25) se ven afectados tanto por el pretratamiento
recibido, como por el tratamiento agudo posterior, como por una interaccion entre ellos. Los
niveles de expresion de DAGL aumentan con una administracion crénica de cocaina, pero

esta elevacion del nivel del ARNm es mayor si después hay una administraciéon aguda de
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cocaina. Sin embargo, el nivel de proteina no se ve afectado significativamente por ningun

tipo de administracion de cocaina.

Esto

indica que hay regulacion diferencial

DAGLo/DAGL dependiendo del area de estudio.
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Figura 24. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLa en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo
y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de

dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.
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Figura 25. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLP en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
princivales.
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Figura 26. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide NAPE-PLD en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como

En cuanto a la enzima de sintesis de la anandamida, los niveles de ARNm en
hipocampo (ver figura 26) disminuyen con el tratamiento crénico con cocaina, ya que hay
un efecto significativo del pretratamiento recibido. Pero ademas aparece una interaccion
significativa entre las dos variables que nos indica que esa bajada del nivel de ARNm de la
enzima NAPE-PLD es menor si hay una nueva administracion de cocaina de forma aguda.
En el caso de la expresion de la proteina a nivel de membrana ocurre lo contrario, los niveles
de NAPE-PLD aumentan con el pretratamiento cronico, aunque de manera mucho mas leve

si hay una administracion aguda de cocaina.

2.2.2.3.Degradacion

La expresion de la enzima de degradacion del 2-AG en hipocampo (ver figura 27),
se ve afectada significativamente por los dos factores estudiados, ademés de por una
interaccion entre ellos. Esto hace que los niveles de ARNm de la enzima MAGL aumenten
con una administracion aguda de cocaina, pero con una diferencia mayor si ha habido un

pretratamiento cronico con cocaina. Con todo, los niveles de proteina a nivel de membrana
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solo se ven afectados por una interaccion entre el tratamiento y el pretratamiento, aunque no

hay diferencias significativas debidas a ninguno de los dos factores.

La enzima de degradacion FAAH en hipocampo (ver figura 28) sigue el mismo
patrén de expresion que la enzima MAGL, los niveles de ARNm aumentan con una
administracion aguda de cocaina, pero con una diferencia mayor si ha habido un
pretratamiento cronico con cocaina. Pero en este caso, los niveles de proteina no varian

significativamente con ninguno de los tratamientos ni pretratamientos.
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Figura 27. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion de cannabinoides MAGL en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados
con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados
del analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo
como factores principales.

2.2.3. Corteza prefrontal
2.2.3.1.Receptor

En el caso del receptor CB1 en corteza prefrontal los cambios en la expresion
genética son debidos a un efecto del tratamiento agudo con cocaina y al tratamiento previo
que hayan recibido los animales de experimentacion (ver figura 29), de manera
independiente entre ellos. De esta manera, el pretratamiento cronico con cocaina aumenta

los niveles de expresion de ARNm de CBI, mientras que el tratamiento agudo los
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disminuye. No obstante, los niveles de receptor a nivel de membrana solo se ven afectados

por el pretratamiento, sin efecto de una dosis posterior de droga.
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Figura 28. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion cannabinoide FAAH en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores

principales.
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Figura 29. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina del
receptor cannabinoide CB1 en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media+SEM; n==8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.
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2.2.3.2.Sintesis

La expresion de ARNm de la enzima de sintesis DAGLa en la corteza prefrontal
(ver figura 30) se ve afectada tanto por el tratamiento agudo, como por el pretratamiento
previo recibido. Es decir, que el pretratamiento crénico con cocaina aumenta los niveles
basales de expresion de DAGLa. En el caso de que haya una administracion aguda de
cocaina, independientemente del pretratamiento que hayan recibido los ratones, la expresion
de esta isoenzima disminuye significativamente. En cuanto a la expresion de la proteina a
nivel de membrana solo vemos el efecto debido al pretratamiento, asi, no hay efecto del

tratamiento agudo sobre la proteina.
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Figura 30. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLa en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados
con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados
del analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo
como factores principales.

que nos ocupa (ver figura 31) el efecto del tratamiento agudo y del pretratamiento previo
son significativos y dependientes uno del otro. De tal manera que el pretratamiento cronico
con cocaina también aumenta los niveles de ARNm de la enzima, pero el tratamiento agudo
posterior disminuye los niveles de expresion de la enzima significativamente si no ha habido

un pretratamiento con cocaina, y los aumenta si ya hubo un tratamiento cronico con la

-89-



Resultados @

enzima. Sin embargo, al estudiar los niveles de la proteina vemos que solo aparece el efecto

debido el pretratamiento, sin influir en la cantidad de proteina la administracién aguda de
cocaina.

Si estudiamos los niveles de ARNm de la enzima de sintesis de la anandamida (ver
figura 32), vemos que sigue un patron similar al de la isoforma o de la enzima DAGL, los
niveles de ARNm aumentan con el pretratamiento de cocaina, y que ademas, cuando se
recibe una dosis aguda de cocaina posterior los niveles de ARNm de la enzima disminuyen,
independientemente del tratamiento previo. Si estudiamos los niveles de la enzima a nivel

de membrana vemos que no hay ningun efecto de la cocaina.
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£ g 000061 - 2 I
Q & 0.0005- Q % 0.754
PG} |
M < 0.0004 o _
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d 5 (U=l
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Interaccién 156 |<0.0001 Interaccion 0,062160,8073
Tratamiento 8,623 0,0066 Tratamiento 1,24 10,2872
Pretratamiento |247,6|<0.0001 Pretratamiento| 7,583 |0,0175

Figura 31. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLP en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
principales.

2.2.3.3.Degradacion

Los niveles de ARNm de la enzima de degradacion cannabinoide MAGL en corteza
prefrontal (ver figura 33), siguen también el patrén de expresion de las enzimas DAGLa y
NAPE-PLD. Hay un aumento de los niveles de ARNm de la enzima con el pretratamiento

con cocaina, y una disminucion si hay una administracion aguda posterior, independiente del
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pretratamiento. En cuanto a los niveles de proteina solo vemos un efecto del tratamiento

agudo, contrario al que veiamos a nivel de ARNm, de manera que hay un aumento de la

enzima con una administracion aguda de cocaina.
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Figura 32. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide NAPE-PLD en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados
con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (MediaxtSEM; n=8). La tabla muestra los resultados
del andlisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo
como factores principales.

F P

Interaccién [0,191| 0,6659

Tratamiento 68,76]|<0.0001

Pretratamiento [127,9[<0.0001
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Interaccion

Tratamiento
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Figura 33. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide MAGL en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media+tSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como factores
princinales.
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El estudio de los niveles de ARNm de la enzima de degradacion cannabinoide

FAAH en corteza prefrontal (ver figura 34) se ven afectados por el pretratamiento previo y
por el tratamiento agudo posterior, dependientes uno del otro. Asi, el tratamiento crénico
con cocaina aumenta los niveles de ARNm de la enzima aumentan; si después hay un
tratamiento agudo con cocaina los niveles se veran afectados solo en el caso de que no haya

habido un contacto previo con cocaina, lo que hara que disminuyan los niveles de ARNm.

FAAH FAAH
0.00125+ 24
CJveh - - - — CJveh
% 'g 0.001004 =i I coc < ’g N coc
= Z5 L
< = 0.00075+ Q®
N <o ==
m = &= 14
T 8 0.00050+ T8
<3 33
T £ 000025 T s
0.00000 T T 0 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion |19,69] 0,0001 Interaccion |0,00002417 [0,9962
Tratamiento 19,69 0,0001 Tratamiento 1,723 0,2139
Pretratamiento| 203 |<0.0001 Pretratamiento 12,15 0,0045

Figura 34. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion cannabinoide FAAH en corteza prefrontal, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de
tratamiento). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla
muestra los resultados del analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y
el tratamiento agudo como factores principales.

En el caso de la expresion proteica solo vemos el efecto del pretratamiento, el
aumento de los niveles de FAAH a nivel de membrana se corresponde con el que veiamos a

nivel de ARNm.

2.2.4. Cerebelo
2.2.4.1.Receptor
En el caso del cerebelo, los niveles de ARNm del receptor cannabinoide tipo 1 (ver

figura 35), el estudio estadistico de los resultados obtenidos por PCR a tiempo real nos
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indica que hay un efecto de los factores principales, y una interaccion entre ellos. Podemos

decir que:

- Los niveles de ARNm del receptor se elevan con un tratamiento crénico de
cocaina

- El efecto de un tratamiento agudo posterior es dependiente del pretratamiento
inicial que hayan recibido, de manera que si no ha habido un contacto previo con
la droga, los niveles de ARNm del receptor disminuye. Sin embargo, si ha habido
un tratamiento cronico anterior a la dosis aguda, los niveles de ARNm aumentan
significativamente.

Si estudiamos los niveles de receptor a nivel de membrana vemos que no hay ningtin

efecto de la cocaina. Los niveles de receptor en cerebelo no se ven afectados por la cocaina.

2.2.4.2.Sintesis

El estudio de los niveles de ARNm de la isoforma a de la enzima de sintesis DAGL
en cerebelo (ver figura 36) nos indica que hay un efecto del pretratamiento con cocaina, de
manera que los niveles de expresion aumenta con la droga administrada de forma crénica. Si
hay una administracion aguda posterior, esta solo tendra efecto si no ha habido un
pretratamiento previo con la droga. En el caso del nivel de proteina no hay ningun efecto
visible.

En el caso de la isoforma B en cerebelo (ver figura 37), el efecto del pretratamiento
es significativo, al igual que el efecto que tiene sobre el nivel de ARNm el tratamiento
agudo. Asi, vemos que los niveles basales de la enzima aumentan con el pretratamiento
crénico con cocaina, y que el tratamiento agudo posterior aumentan alin mas estos niveles.

Estos cambios se ven reflejados a nivel de membrana. Los niveles de proteina también
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aumentan con el tratamiento cronico con cocaina y ese aumento es ain mayor si hay una

administracion aguda posterior con la droga.

Interacciéon |286,4[<0.0001

Tratamiento [98,21]|<0.0001

Pretratamiento |502,3[<0.0001
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1,024 10,3316
0,5429(0,4754
0,5797(0,4611
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Figura 35. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina del
receptor cannabinoide CB1 en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos

vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.
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Figura 36. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLa en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo
y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (Media+tSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores

principales.
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Pretreat*Treat |0,2196(0,6477 Interaccion |0,2196|0,6477
Treatment 4,975 [0,0456 Tratamiento 4,975 (0,0456
Pretreatment 11,83 |0,0049 Pretratamiento| 11,83 |0,0049

Figura 37. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide DAGLP en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como
factores principales.

El estudio de la enzima de sintesis de cannabinoides NAPE-PLD (ver figura 38)
muestra que, tanto los niveles de ARNm como de proteina, se ven afectados por la
administracion aguda de cocaina, pero de manera diferente si ha habido contacto previo con
cocaina o no. De esta manera los niveles de ARNm y de proteina de la enzima de sintesis
aumentan con la administracion aguda de cocaina si ha habido previamente un tratamiento

agudo con cocaina.

2.2.4.3.Degradacion

La expresion de la enzima de degradacion de 2-AG en el cerebelo (ver figura 39) se
ve afectada por los dos factores principales del experimento. Hay un aumento de los niveles
de ARNm debido a un pretratamiento créonico con cocaina, pero ademas hay una elevacion
debida al tratamiento agudo con cocaina, en comparacion con los que recibieron vehiculo en
vez de la dosis aguda de cocaina. Con respecto a los niveles de proteina no hay ningin

cambio debido a la cocaina.
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Sin embargo, la expresion de ARNm y de proteina de FAAH (ver figura 40) se ven

afectados también por los dos factores estudiados, hay un aumento de los niveles basales
tanto de ARNm, como de proteina con el tratamiento cronico con cocaina, y ademas, hay un

aumento de estos niveles si después reciben una administracion de droga aguda.
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Interaccion 12,15(0,0017 Interaccion 6,852]0,0225
Tratamiento 5,402|0,0279 Tratamiento 7,892|0,0158
Pretratamiento| 1,35 |0,2554 Pretratamiento|2,754|0,1229

Figura 38. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de sintesis cannabinoide NAPE-PLD en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como
factores princinales.
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Interaccion 3,39 10,0766 Interaccion 0,05128(0,8247
Tratamiento 5,93 10,0218 Tratamiento 1,199 |0,2951
Pretratamiento |7,792|0,0095 Pretratamiento| 1,358 [0,2665

Figura 39. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion cannabinoide MAGL en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como
factores principales.
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Figura 40. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm y de proteina de la
enzima de degradacion cannabinoide en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos
vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.3.Sistema glutamatérgico

La transmision glutamatérgica juega un papel activo en las acciones de las drogas ya
que el estriado estd abundantemente inervado con aferencias glutamatérgicas, y los
receptores NMDA, principalmente las subunidades NR1 y NR2B, estdn densamente
expresadas en las neuronas estriatales, como ya vimos en la introduccion.

El mecanismo que probablemente es el responsable de la sensibilizacion de los
efectos estimulantes de la locomocion por cocaina es la LTD en el NAc. Esta forma de
plasticidad estd promovida por la estimulacion de alta frecuencia de las aferencias
glutamatérgicas que conectan los nucleos limbicos con las neuronas del estriado, de manera
que el NAc se vuelve refractario a través de la inhibicion a largo plazo de la liberacion de

glutamato.

2.3.1. Estriado

2.3.1.1.Sintesis
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El aminoacido glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio y por tanto su

sintesis y degradacion en el cerebro recibe una considerable atencion. La glutaminasa
activada por fosfato cataliza la reaccion de glutamina a glutamato y amonio. Esta enzima
necesita de fosfato inorganico para la actividad in vitro y juega un papel clave en la sintesis
del neurotransmisor glutamato en cerebro. Esta enzima tiene dos isoformas, la LGA, tipica
de higado, se ha demostrado que ademas se expresa en cerebro, pancreas, y células de
cancer de mama. Por otra parte, la isoforma K, descubierta en riiién, parece ser ubicua y se
encuentra en todos los tejidos con actividad glutaminasa.

La medida de la expresion génica de las dos isoformas en estriado (ver figura 41),
mediante PCR a tiempo real, dio como resultado que el nivel de la isoforma L no varia con
el pretratamiento cronico con cocaina, ni alin con el tratamiento agudo con esta droga. Sin
embargo, la isoforma K de la glutaminasa muestras cambios significativos en los niveles de
ARNm debidos al tratamiento inicial con la droga. Asi, los niveles basales de expresion de

la glutaminasa K aumentan con el tratamiento crénico con cocaina.

LGA KGA
1.54 25—
N Jveh 3 Jveh
o o
© = I coc © < 20 I coc
c 0 (=)
= O 1.01 £ 8
5 210 S 3> 154 L I
i < 3
o h =
ge I 2 2 101
m 0
9 8 0.5 g 3
o
3 3 7
2 2
0.0 T T 0
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F p F P
Interaccioén 8,418 0,0078 Interaccion 3,273 0,0816
Tratamiento 3,275 0,0829 Tratamiento 0,02519 0,8751
Pretratamiento 1,399 0,2485 Pretratamiento 5,369 0,0283

Figura 41. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las dos isoformas
de la enzima de sintesis del glutamato, LGA y KGA en estriado, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como factores
principales.
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2.3.1.2.Receptor NMDA

Los receptores ionotrdpicos de glutamato juegan un papel significativo en Ia
regulacion de una gran variedad de actividades celulares y sindpticas, incluyendo
aprendizaje y memoria, asi como en la efectividad de las propiedades de las drogas de
abuso.

El receptor NMDA de glutamato estd compuesto por multiples subunidades
diferentes. Estas subunidades varian en cuanto a distribucion y propiedades farmacologicas.
El receptor NMDA esta compuesto por la subunidad NR1, junto con distintas subunidades
NR2.

El estudio estadistico mediante un ANOVA de dos vias, de los niveles de expresion
de las cuatro subunidades del receptor NMDA en estriado (ver figura 42), nos muestra que
todas ellas se comportan igual con los distintos tratamientos. Hay un efecto del
pretratamiento inicial, y un efecto del tratamiento agudo posterior dependiente del
tratamiento previo. De esta manera, los niveles de ARNm de las cuatro subunidades se ven
aumentados por un pretratamiento previo con cocaina. Si después hay una administracion
aguda de cocaina, los niveles de ARNm disminuyen si no ha habido un pretratamiento con

cocaina, y aumentan si ya hubo un tratamiento cronico con la droga.

2.3.1.3.Receptor AMPA

El receptor AMPA también pertenece a los receptores ionotropicos de glutamato, y
al igual que el receptor NMDA, estd compuesto por cuatro subunidades diferentes (GIluR1-
GluR4), que combinados forman receptores diferentes funcionalmente. En la literatura hay
muchas evidencias de que las subunidades del receptor AMPA se alteran en respuesta a la

administracion repetida de cocaina.
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Figura 42. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor NMDA en estriado, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media+=SEM; n==8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

Los niveles de ARNm de las cuatro subunidades del receptor AMPA estudiadas en
estriado (ver figura 43) siguen el mismo patrén de expresion que las subunidades del
receptor NMDA. De esta manera, el pretratamiento cronico con cocaina aumenta los niveles
de ARNm de las cuatro subunidades. Y, en el caso haber una exposicion aguda a la droga
sin que haya habido un contacto previo con la droga, los niveles de ARNm disminuyen, al

contrario de lo que ocurre si ha habido un tratamiento cronico previo con la droga.
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Figura 43. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor AMPA en estriado, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media:SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.3.1.4.Receptor mGluR5

Ademas de los receptores ionotropicos, el glutamato también activa receptores
metabotropicos. En este caso estudiaremos uno de los receptores del Grupo I, el mGIluRS5,
debido a que estd acoplado a la fosfolipasa C, y por tanto puede controlar el flujo de
produccion de 2-AG. Este receptor esta localizado en el elemento postsinaptico y juega un
importante papel en el aprendizaje, la memoria y en la potenciacion a largo plazo en el

hipocampo de rata.
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Los niveles de expresion de ARNm del receptor metabotropico de glutamato (ver

figura 44) sigue el mismo patréon de expresion que los receptores ionotropicos de glutamato
estudiados. Hay un aumento de los niveles basales del ARNm debido al pretratamiento con

cocaina. Con el tratamiento agudo con cocaina estos niveles disminuyen, a no ser que haya

habido un tratamiento cronico con cocaina anterior a la administracion aguda de la droga.

mGIuR5 Figura 44. Efecto agudo del vehiculo y
0.06- la cocaina sobre los niveles del ARNm
veh del receptor metabotropico de
2 g 0.057 I coc glutamato mGIluR5 en estriado,
'5-% 0.04- — obtenidos de ratones pretratados con
gg oozl T vehiculo y cocaina (5 dias de
ol inyecciones diarias, seguido de 7 dias
8 ° 0.021 de tratamiento). Los resultados se
€ < 0.01- expresan en unidades arbitrarias
0.00 . . (MediatSEM; n=8). La tabla muestra
veh coc los resultados del analisis ANOVA de
pretratamiento dos vias considerando el
F P pretratamiento cronico y el tratamiento
Interaccion 291,2 <0.0001 . .
Tratamiento 515 0.0016 agudo como factores principales.
Pretratamiento 737,4 <0.0001

2.3.1.5.Transportador

Hasta la fecha se han clonado cinco transportadores de glutamato. Su function parece
ser critica en la reduccion de la concentracion extracelular, potencialmente tdéxica, de
glutamato mediante una rapida recaptura desde los terminales nerviosos y las células gliales.
En concreto, el transportador de glutamato EAACI1 es especifico de ciertas neuronas y de
las células de Purkinje, y es especialmente abundante en cortex, hipocampo y estriado. Se
localiza tanto en el elemento presindptico como en el postsindptico.

Los niveles de expresion de ARNm del transportador de glutamato se comportan
igual que el resto de componentes del sistema glutamatérgicos estudiados en estriado (ver
figura 45). Asi, el pretratamiento con cocaina aumenta los niveles basales de ARNm del

transportador de glutamato. El tratamiento agudo posterior incrementa mas estos niveles en
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los ratones que fueron pretratados con cocaina, mientras que los niveles disminuyen si los

ratones no recibieron dicho pretratamiento.

EAAC1
0.009+
0,008 =veh
<9 00074 = = . coc
E 2 0.006-
0= 0.006
< T 0.005-
o =
= 0.0044
g 5 0.003-
& € 0.002-
0.001+
0.000 T T
veh coc
pretratamiento
F P
Interaccion 132,6 <0.0001
Tratamiento 15,5 0,0005
Pretratamiento 218 <0.0001

2.3.2. Hipocampo

2.3.2.1.Sintesis

Figura 45. Efecto agudo del
vehiculo y la cocaina sobre los
niveles del ARNm del transportador
de glutamato en estriado, obtenidos
de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones
diarias, seguido de 7 dias de
tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias
(MediaxtSEM; n=8). La tabla
muestra los resultados del andlisis
ANOVA de dos vias considerando el
pretratamiento  crénico y el
tratamiento agudo como factores
principales.

El nivel de ARNm de las isoformas de la enzima glutaminasa en hipocampo (ver

figura 46) es diferente dependiendo de la isoenzima que estudiemos. En el caso de la LGA

no se aprecia ningun efecto significativo, no hay diferencias de expresion debidas ni al

tratamiento cronico, ni al agudo, con cocaina.

LGA
2.59
N Cveh N
5 g
o X 2.0 N coc s X
s 8 T £8
S 2 1.5- g 2
< ® I &
2 210 z =
g 8 g 8
1 = Y =
O 0.5 S
o [
> >
= <
0.0 T T
veh coc
pretratamiento
F P

Interaccion 0,02464 0,8764

Tratamiento 0,4346 0,5153

Pretratamiento 0,5214 0,4765

50

40-

30

20

104

KGA

I Cveh
I I coc

veh coc
pretratamiento

F P
Interaccioén 1,98 0,1708
Tratamiento 15,84 0,0005
Pretratamiento 1,98 0,1708

Figura 46. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las dos isoformas
de la enzima de sintesis del glutamato, LGA y KGA en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados
con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (Media:SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como

factores principales.
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Sin embargo, en el caso de la isoenzima KGA aparecen diferencias significativas

entre los distintos grupos debidos al tratamiento agudo con cocaina. De esta manera, los
niveles basales de ARNm de esta isoforma enzimatica disminuyen con el tratamiento agudo

con cocaina.

NR1 NR2A
o0d0] Eveh ol [ veh
00401 ve <= 005 -Ve
<Z,: § 0.0354 I coc z § . _ coc
E S 00304 = = 5 £ 0044 -
(S ©
< © 0.0254 <3
2 & = 0.034
D o 0.0201 -9
— g 0.0154 g S 0.024
£ S o010 £S
=2z2" Z 2 001
0.005-
0.000 T T 0.00 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 411 <0.0001 Interaccion 338,2 <0.0001
Tratamiento 0,2265 0,6378 Tratamiento 14,48 0,0007
Pretratamiento 366 <0.0001 Pretratamiento 297,6 <0.0001
NR2B NR2C
0.035 0.01254
- Jwveh Cveh
<7 0% — . coc < 2 0.01001 I coc
£ > 0025 F —
SR Q8 ooo75| =
< g 0.020- <g -
o = o -
— &§ 0.015 ~ © 0.00504
g S 0.010 8 S
g Z £ 0.0025-
~ 0.005
0.000 T T 0.0000 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 24,29 <0.0001 Interaccion 548,3 <0.0001
Tratamiento 38,97 <0.0001 Tratamiento 24,09 <0.0001
Pretratamiento 280,8 <0.0001 Pretratamiento 1094 <0.0001

Figura 47. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor NMDA en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media+SEM; n==8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.3.2.2.Receptor NMDA

Los niveles de ARNm de las distintas subunidades del receptor NMDA en
hipocampo (ver figura 47) sigue el mismo patréon que en el caso de estriado, excepto las
subunidades NR1 y NR2B. En el primer caso, la subunidad NR1 solo se ve afectada por el

pretratamiento, de manera que el tratamiento créonico con cocaina aumenta los niveles de
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ARNm de la subunidad, aunque parte de este aumento es debido al producido por el

tratamiento agudo. En el caso de la subunidad NR2B, hay efecto de los dos factores, y uno
es dependiente de otro, de manera que ademds de haber un aumento de los niveles de
ARNm debidos al tratamiento crénico con la cocaina, estos niveles disminuyen con el

tratamiento agudo, pero de forma mas robusta si no ha habido contacto previo con la droga.

GluR1 GluR2
0.03+ 0.07+
Cwveh CJveh
_ —~ 0.06- ==
<wn I coc <o I coc
zg - = Z S o005 T
== 0.024 E="
O® (O]
I <o 004
m om
3 3 S § 0.03
>3 0.01 S 3 0.024
o> (OIS
=~ ~ 0.014
0.00 T T 0.00 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 157,6 <0.0001 Interaccion 70,2 <0.0001
Tratamiento 6,905 0,0138 Tratamiento 43,03 <0.0001
Pretratamiento 239,5 <0.0001 Pretratamiento 312,1 <0.0001
GIuR3 GluR4
0.06+ 0.006+
CJwveh CJveh
~ 0.051 —_ “» 0.0054 I coc
% § - I coc <Z( § _ —
E = 0.04- E = 0004
C & 0.04 2 3 0.004
32 003 B = 0003
(%] =9
» o 59
X 5 0.021 X 5 0.002+
>3 Er
O 2 0,011 © 2 0.001-
0.00 . . 0.000 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccioén 77,83 <0.0001 Interaccion 156,8 <0.0001
Tratamiento 133,9 <0.0001 Tratamiento 47,1 <0.0001
Pretratamiento 31,81 <0.0001 Pretratamiento 286 <0.0001

Figura 48. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor AMPA en hipocampo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.3.2.3.Receptor AMPA

En este caso también hay diferentes patrones de expresion (ver figura 48). Las

subunidades GluR1, GluR2 y GluR4, siguen el mismo patrén que en estriado:
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- el pretratamiento con cocaina aumenta los niveles basales de ARNm

- el tratamiento agudo con cocaina aumenta ain mas dichos niveles si ha habido un
pretratamiento con cocaina, en el caso de que no lo haya habido, la
administracion aguda disminuye el nivel de ARNm de estas subunidades

Con respecto a la subunidad GluR3, el pretratamiento ejerce el mismo efecto,

elevando los niveles de ARNm, pero la administraciéon aguda, en ambos casos aumenta

dichos niveles, aunque de manera mas robusta si no ha habido contacto previo con la droga.

2.3.2.4 Receptor mGIuRS

Los niveles de ARNm del receptor metabotrépico en hipocampo (ver figura 49), se
ve afectado por el pretratamiento inicial, de manera que los niveles basales de ARNm de
este receptor se ven aumentados con el tratamiento cronico con cocaina, sin embargo, este
resultado parece dependiente de la administraciéon aguda posterior, de manera que este

aumento podria estar debido, al menos en parte al tratamiento con cocaina.

mGIuR5 Figura 49. Efecto agufio del vehiculo y
0.09- la cocaina sobre los niveles del ARNm
< _ 0.081 Eveh | ARNm del receptor metabotropico de
Z2 007- B coc [ olutamato mGIuR5 en hipocampo,
=3 — .
Q 5 0.061 — obtenidos de ratones pretratados con
m O 0.057 vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones
é § 0047 diarias, seguido de 7 dias de tratamiento).
5 0.03- .
g-% 002 Los resultados se expresan en unidades
£ 0.0 arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla
0.00 : : muestra los resultados del andlisis
veh coc ANOVA de dos vias considerando el
pretratamiento pretratamiento cronico y el tratamiento
— £ ? agudo como factores principales.
Interaccion 415 <0.0001
Tratamiento 1,001 0,3257
Pretratamiento 274 <0.0001

2.3.2.5.Transportador

Con respecto al nivel de ARNm del transportador de glutamato en hipocampo (ver

figura 50) sigue el mismo patron general. Hay un aumento de los niveles de ARNm con el
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tratamiento cronico con cocaina, mientras que el tratamiento agudo provoca un aumento

mayor en los animales pretratados con la droga, y una disminucion si el pretratamiento se

realizd con vehiculo.

EAAC1 Figura 50. Efecto agudo del
0.015+ vehiculo y la cocaina sobre los
= veh niveles del ARNm del transportador

== — I coc .
de glutamato en  hipocampo,
obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de
inyecciones diarias, seguido de 7 dias
de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias
0.000 . . (MediaxtSEM; n=8). La tabla
veh coc )
retratamiento muestra los resultados del andlisis
P ANOVA de dos vias considerando el

0.010+

0.005+

EAAC1/B-ACTINA
(valores relativos)

F P . , .
Interaccion | 237.6 <0.0001 pretratamiento  créonico y el
Tratamiento | 6,011 0,0207 tratamiento agudo como factores
Pretratamiento 144,8 <0.0001

principales.

2.3.3. Corteza prefrontal
2.3.3.1.Sintesis

Los niveles de ARNm de las enzimas de sintesis del glutamato en la corteza
prefrontal (ver figura 51) es diferente dependiendo de la isoforma que estudiemos. En el

caso de la KGA no hay cambios significativos si tratamiento con cocaina.

KGA LGA
201 1.25+
«g T veh fg T veh
o o :|: I coc » % 1.00 I coc
c 0 c 0
£ 8 = 0
g 2 L G 2 0.751
gz gzo =
B 3 104 g I
03 3 S o050
< < o 0507
O] [ON]
XY = R
% % 0.254
e 2
0 T T 0.00 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F p F p
Interaccion 0,678 0,4184 Interaccio6n 0,09822 0,7564
Tratamiento 3,432 0,0763 Tratamiento 4,288 0,0481
Pretratamiento 2,384 0,1357 Pretratamiento 3,411 0,0758

Figura 51. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las dos isoformas
de la enzima de sintesis del glutamato, LGA y KGA en corteza prefrontal, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento).
Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los
resultados del analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento
agudo como factores principales.
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No obstante, en el caso de la LGA, aparecen cambios significativos en los niveles de

expresion, debidos Unicamente al tratamiento con cocaina, de manera que podemos decir

que el tratamiento agudo con cocaina aumenta los niveles de esta isoforma.
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Z £ 0.005- £g
0.000 T T 0.00 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 104,8 <0.0001 Interaccioén 22,92 <0.0001
Tratamiento 14,74 0,0006 Tratamiento 16,33 0,0004
Pretratamiento 356,3 <0.0001 Pretratamiento 217,1 <0.0001
NR2B NR2C
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€T Cveh 0.007 == Cveh
<% Elcoc <o I coc
Z o — Z 9 0.006-
E 2 0.02- E 2 —
Ow® ™ O © 0.005-
o I 0.004
" Dy
E\J‘ 5 0014 8 = 0.003+
r s ¥ © 0.0024
z2 z2
0.001+
0.00 T T 0.000 T T
veh coc veh coc
pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 4,328 0,0468 Interaccion 11,51 0,0021
Tratamiento 6,465 0,0168 Tratamiento 111,7 <0.0001
Pretratamiento 142,6 <0.0001 Pretratamiento 491,5 <0.0001

Figura 52. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor NMDA en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como factores
principales.

En el hipocampo, la expresion de ARNm de las distintas subunidades del receptor de
glutamato NMDA (ver figura 52) es diferente. El nivel de ARNm de la subunidad NR1
aumenta con el pretratamiento con cocaina, mientras que el tratamiento agudo provoca un

aumento si ha habido pretratamiento previo con cocaina, y una disminucién si no lo ha
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habido. En el resto de las subunidades, el efecto del pretratamiento con cocaina es similar a

la subunidad NR1, sin embargo el efecto del tratamiento agudo disminuye en ambos casos
los niveles de ARNm, siendo la disminucién mayor en el caso de no haber habido una

administracion previa de cocaina.

2.3.3.3.Receptor AMPA

En cuanto a la expresion de ARNm de las subunidades que componen el receptor
ionotropico AMPA en hipocampo (ver figura 53), hay varios efectos del tratamiento
crénico y del tratamiento agudo dependiendo de la subunidad de la que hablemos. Con
respecto a la subunidad GIuR1, hay un efecto del tratamiento, del pretratamiento, y una
interaccion entre los dos factores. Esto es, el pretratamiento cronico con cocaina aumenta los
niveles de ARNm de esta subunidad, a la vez que una administracion aguda de cocaina
posterior a los pretratamientos provoca una elevacion de los niveles de ARNm si ha habido
un contacto previo con la droga, y una disminucion si no la ha habido.

En cuanto a la subunidad GluR2, el efecto del tratamiento agudo es independiente
del pretratamiento, de manera que un tratamiento crénico con cocaina aumenta los niveles
basales de ARNm, mientras que el tratamiento agudo posterior los disminuye,
independientemente del pretratamiento que hayan tenido previamente.

Por ultimo, los niveles de expresion de las subunidades GluR3 y GluR4 solo se ven
afectadas por el pretratamiento, y al igual que en el resto de componentes del sistema
glutamatérgico, los niveles de ARNm de estas subunidades se ven elevados por una
administraciéon cronica con cocaina. Pero en este caso no influye el tratamiento agudo

posterior.
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GluR3 GluR4
0.075+ 0.006+
= Cveh CJwveh
<Z( ’g I coc <Z( ’g) 0.005+ I coc
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Figura 53. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor AMPA en corteza prefrontal, obtenidos de ratones pretratados con
vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
principales.

Figura 54. Efecto agudo del vehiculo y
mGIuR5 la cocaina sobre los niveles del ARNm
0.07+ ARNm del receptor metabotropico de
< 0.064 E=veh glutamato mGluRS5 en corteza prefrontal,
=5 N - — S coc obtenidos de ratones pretratados con
S5 vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones
é © 0047 diarias, seguido de 7 dias de tratamiento).
10 ¢ 0.031 Los resultados se expresan en unidades
573 0.02 arbitrarias (MediatSEM; n=8). La tabla
£ = 0.011 muestra los resultados del analisis
0.00 : : ANOVA de dos vias considerando el
ven o cee pretratamiento cronico y el tratamiento
pretratamiento agudo como factores principales.

Interaccion 152.4 <O.':)001

Tratamiento 0,2957 0,5909

Pretratamiento 206,1 <0.0001
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2.3.3.4.Receptor mGIuRS

El efecto de los distintos tratamientos sobre el receptor metabotropico de glutamato

en hipocampo (ver figura 54), es debido al pretratamiento recibido. Asi, los niveles de

ARNm medidos por PCR a tiempo real aparecen elevados en los grupos tratados con

cocaina de manera cronica, en comparacion con los que fueron tratados con vehiculo.

2.3.3.5.Transportador

En el caso del nivel de expresion de ARNm del transportador de glutamato en el

hipocampo (ver figura 55), el analisis estadistico nos indica un efecto del pretratamiento y

un efecto del tratamiento agudo posterior, independiente del primero. Es decir, los niveles de

ARNmM aumentan con el tratamiento cronico con cocaina. Ademas, una exposicion aguda a

la droga provoca un aumento extra de estos niveles de ARNm.

0.0125+

EAAC1/ B-ACTINA
(valores relativos)
o o o o
o o o o
o o o =
& 3 & 8

0.0000

EAAC1
- veh
I coc
==
T T
veh coc
pretratamiento
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Interaccioén 0,7674 0,3885

Tratamiento 13,06 0,0012

Pretratamiento 143,8 <0.0001

2.3.4. Cerebelo

2.3.4.1.Sintesis

Figura 55. Efecto agudo del vehiculo y
la cocaina sobre los niveles del ARNm
del transportador de glutamato en
corteza prefrontal, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5
dias de inyecciones diarias, seguido de
7 dias de tratamiento). Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias
(MediaxSEM; n=8). La tabla muestra
los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el
pretratamiento crénico y el tratamiento
agudo como factores principales.

En el caso de las dos isoformas de la enzima de sintesis del glutamato en el cerebelo

(ver figura 56) no aparecen cambios significativos debidos a los diferentes tipos de

administracion con cocaina.
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Figura 56. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las dos
isoformas de la enzima de sintesis del glutamato, LGA y KGA en cerebelo, obtenidos de ratones
pretratados con vehiculo y cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de
tratamiento). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla
muestra los resultados del analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y
el tratamiento agudo como factores principales.

2.3.4.2 Receptor NMDA

Con respecto a los niveles de ARNm de las distintas subunidades del receptor
NMDA para glutamato en cerebelo (ver figura 57) podemos apreciar que hay un efecto,
similar para todas las subunidades, del tratamiento, del pretratamiento, y una interaccion
entre los dos factores. Esto es, el pretratamiento cronico con cocaina aumenta los niveles de
ARNmMm todas las subunidades, a la vez que una administracion aguda de cocaina posterior a
los pretratamientos provoca una elevacion de los niveles de ARNm si ha habido un contacto

previo con la droga, y una disminucion si no la ha habido previamente.

2.3.4.3.Receptor AMPA

Los niveles de ARNm de las distintas subunidades del receptor ionotropico tipo
AMPA, en cerebelo (ver figura 58), se ven afectado por el pretratamiento inicial, de manera
que los niveles basales de los ARNm de las subunidades este receptor se ven aumentados

con el tratamiento crénico con cocaina. Sin embargo, este resultado parece dependiente de la
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administracion aguda posterior, de manera que este aumento podria estar debido,

en parte al tratamiento con cocaina.
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Figura 57. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor NMDA en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y
cocaina (5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores

princinales.

2.3.4.4 Receptor mGluR5

Con respecto al nivel de ARNm del receptor metabotropico de glutamato en el

cerebelo (ver figura 59) se aprecian cambios significativos debidos al pretratamiento inicial,

al tratamiento posterior, y ademds, un efecto es dependiente del otro ya que aparece

interaccion. Hay un aumento de los niveles de ARNm con el tratamiento cronico con
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cocaina, mientras que el tratamiento agudo provoca un aumento mayor en los animales

pretratados con la droga, y una disminucion si el pretratamiento se realizo con vehiculo.
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) )
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@ o X o
> S ® 0.014
O O
0.00 T T 0.00 T T
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pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 304,4 <0.0001 Interaccion 186,1 <0.0001
Tratamiento 0,4946 0,4877 Tratamiento 0,02768 0,8691
Pretratamiento 320,4 <0.0001 Pretratamiento 219,2 <0.0001
GluR3 GluR4
0.04+ 0.03+
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<9 I coc <% I coc
£ 0003 = Z o
E .2 == E .2
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- @ (%]
25 39
X o o o 0.014
S ® 0.014 ST
0oz [Up
0.00 T T 0.00 T T
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pretratamiento pretratamiento
F P F P
Interaccion 189,3 <0.0001 Interaccioén 212,8 <0.0001
Tratamiento 2,457 0,1282 Tratamiento 0,6465 0,4281
Pretratamiento 179,9 <0.0001 Pretratamiento 262,3 <0.0001

Figura 58. Efecto agudo del vehiculo y la cocaina sobre los niveles del ARNm de las cuatro
subunidades del receptor AMPA en cerebelo, obtenidos de ratones pretratados con vehiculo y cocaina
(5 dias de inyecciones diarias, seguido de 7 dias de tratamiento). Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos
vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

Figura 59. Efecto agudo del
vehiculo y la cocaina sobre los
—Jveh niveles del ARNm ARNm del
0.01004 B coc receptor metabotropico de glutamato
mGIluR5 en cerebelo, obtenidos de

mGIuRS5
0.0125~

<~
23
'_
- g 000757 ratones pretratados con vehiculo y
2 8 0.0050- cocaina 5 Fhas de inyecciones
59 diarias, seguido de 7 dias de
2 2 0.00251 tratamiento). Los resultados se
0.0000 expresan en unidades arbitrarias
. T T .
veh coc (MediatSEM; n=8). La tabla
pretratamiento muestra los resultados del analisis
F P ANOVA de dos vias considerando el
Interaceion | 79,46 | <0.0001 pretratamiento  créonico y el
Tratamiento 27,66 <0.0001 .
Pretratamiento| 86,87 | <0.0001 tratamiento agudo como factores
principales.
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2.3.4.5.Transportador

En el caso del nivel de expresion de ARNm del transportador de glutamato en
cerebelo (ver figura 60) vemos un efecto similar al anterior: cambios significativos debidos
al pretratamiento inicial, al tratamiento posterior, y ademas, un efecto es dependiente del
otro ya que aparece interaccion. Hay un aumento de los niveles de ARNm con el tratamiento
crénico con cocaina, mientras que el tratamiento agudo provoca un aumento mayor en los

animales pretratados con la droga, y una disminucion si el pretratamiento se realizé con

vehiculo.
Figura 60. Efecto agudo del vehiculo y
EAAC1 , .
la cocaina sobre los niveles del ARNm
0.003+
—veh del transportador de glutamato en
=4 @ B coc cerebelo, obtenidos de ratones
5 % 0.002- - pretratados con vehiculo y cocaina (5
Z T — dias de inyecciones diarias, seguido de
=9 7 dias de tratamiento). Los resultados
g ‘_’0; 0.001 se expresan en unidades arbitrarias
T2 Media+=SEM; n=8). La tabla muestra
(1]
0,000 los resultados del analisis ANOVA de
. T T , .
veh coc dos vias considerando el
pretratamiento pretratamiento cronico y el tratamiento
F P agudo como factores principales.

Interaccién 76,26 <0.0001

Tratamiento 29,12 <0.0001

Pretratamiento 213,7 <0.0001

II. ACCIONES DE LA COCAINA EN RATONES DEFICIENTES DEL

RECEPTOR PPARa.
En este segundo conjunto de experimentos comportamentales, estudiaremos la
implicacion del receptor PPARa en los fendémenos de adiccion, mediante la utilizacion de

ratones KO para el gen de este receptor.

1. INMUNOHISTOQUIMICA
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Se realiz6 una inmunohistoquimica para ver la localizacion del receptor PPARa en las

neuronas dopaminérgicas del sistema de recompensa en ratones CD1 (ver figura 61).
Aparece una colocalizacion de PPARa y la enzima de sintesis de la dopamina, TH, en el
estriado y en el ATV. Debido a esto estudiamos la hipdtesis de que la OEA o PPARa

podrian modificar la sensibilizacién/condicionamiento a cocaina.

PPARo

PPAR«

200 ym

Figura 61. La inmunofluorescencia para PPARa (rojo) muestra una relacién anatomica con la
distribucion dopaminérgica (verde) en la estriado (A-C) y sustancia nigra (D-I). En las fotos A-C, las
células marcadas con anti-PPARa estan localizadas extensamente en el estriado y rodeadas por fibras
TH+. En las fotos D-I, los nticleos celulares marcados con anti-PPARa colocalizan con las neuronas
dopaminérgicas (TH+) en la parte compacta de la sustancia nigra y en ATV (G-I). La escala esta
incluida en cada imagen. Abreviaturas: PPARGa, receptor activado por proliferadotes de peroxisomas o
R, nucleo rojo; SNc, sustancia nigra, pars compacta; SNr, sustancia nigra, pars reticulata; Str, estriado;
TH, tirosina hidroxilasa; VTA, area tegmental ventral.
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2. RESULTADOS COMPORTAMENTALES

2.1. Condicionamiento inducido por cocaina.

Se sigui6 el mismo programa de cinco dias de tratamiento con vehiculo y cocaina (20

mg/kg), que el seguido para la cepa C57. En este caso, hay cuatro grupos experimentales,

animales wild-type tratados con vehiculo o con cocaina, y animales KO para PPARa,

tratados con vehiculo y cocaina. En este caso (ver figura 62), los dos grupos tratados con

cocaina se sensibilizan. En la grafica no se ha puesto la significacién porque perdia claridad,

pero la significacion es visible. En conclusion, la actividad locomotora aumenta con la

administracion de droga en los dos genotipos, en comparacion con los grupos tratados con

vehiculo. Ademas, dentro de cada genotipo, el efecto de la cocaina en el dia cinco es mucho

mayor que el primer dia de programa.

Condicionamiento PPAR alfa

9000,0 -
8000,0 -
7000,0 -

6000,0 4

wt veh

5000,0 —=—wt coc
4000,0 4 ko veh
—m—ko coc

3000,0 -

distancia recorrida 30" (cm)

2000,0 4

1000,0 4

0,0

1 2 3 4 5

Dia de tratamiento

2.2. Locomocion condicionada inducida por cocaina.

Figura 62. Efecto de la
cocaina (20 mg/kg) sobre la
distancia recorrida en ratones
de la cepa C57 (WT) y en
ratones KO para el receptor
PPARo, durante cinco dias
consecutivos. Se compara,
por genotipos, el efecto de la
cocaina con respecto al
vehiculo en el mismo dia, y el
efecto de la cocaina el primer
y ultimo dia. Los resultados
vienen expresados como
Media £ SEM (n=al menos
10).

Cinco dias después del condicionamiento, sin que los animales volvieran a recibir

ninguna dosis de cocaina, se volvio a ensayar el test del campo abierto con estos animales,

y todos los grupos recibieron vehiculo. Los animales que habian sido condicionados con

-117-



Resultados @

cocaina mostraron (ver figura 63) un aumento de la actividad locomotora, en comparacion

con los animales del mismo genotipo que habian sido condicionados con vehiculo.

2.3.Sensibilizacion locomotora inducida por cocaina.

Al dia siguiente del experimento anterior, los mismos grupos animales fueron tratados,
con vehiculo o con cocaina (10 mg/kg), segun hubieran sufrido el condicionamiento inicial.
De esta manera (ver figura 64), en los dos genotipos, los animales que habian sido
condicionados con cocaina muestran una fuerte activacion locomotora en comparacion con
los animales tratados con vehiculo, aun siendo la dosis la mitad que en el condicionamiento.
De esta manera, los dos genotipos muestran de manera normal la sensibilizacion locomotora

inducida por cocaina.

Figura 62. Efecto del
Locomocion condicionada PPAR alfa condicionamiento con
4500 - * cocaina (20 mg/kg) durante 5
4000 dias, sobre la respuesta de los
4500 | condicionado ratones de la cepa C57 (WT)
con vehiculo y ratones KO para PPARa,
= condicionado cuando se ensaya de nuevo el
con cocaina i X ,
* campo abierto cinco dias
después de la  ultima
inyeccion, y tratando a los
dos grupos con vehiculo. Los
resultados vienen expresados
como Media £ SEM (n=al
menos 10).

3000 -
2500 -
2000 -
1500 -

1000 - I

500 -

distancia recorrida 30" (cm)

KO

Figura 64. Efecto del
Sensibilizacién PPAR alfa condicionamiento con
cocaina (20 mg/kg) durante 5
14000 - * dias, sobre la respuesta de los
ratones de la cepa C57
cuando se ensaya de nuevo el
10000 + campo abierto seis dias
después de la  ultima
inyeccion, y tratando, en este
caso, a un grupo con vehiculo
4000 - y a otro con cocaina a una
* dosis de 10 mg/kg. Los

T resultados vienen expresados
0 = — como Media + SEM (n=al

wT KO menos 10).

12000 -

8000 - vehiculo

6000 - m cocaina 10

distancia recorrida 30' (cm)

2000 -
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2.4.Efecto de la OEA sobre el tratamiento agudo con cocaina.

De los experimentos comportamentales con los animales KO para el gen del receptor
PPARa, podriamos deducir que el receptor de la OEA no esta implicado en los procesos de
sensibilizacién, ni por tanto en la adiccion a cocaina. Sin embargo, no podemos concluir que
la OEA no tenga un papel en estos procesos, ya que puede actuar sobre otros receptores que
no sean el PPARa.

Para ver el papel de la OEA en estos procesos ensayaremos el test del campo abierto con
ratones de la cepa C57, haciendo distintas combinaciones de OEA y cocaina. Asi, el primer
experimento de este grupo consistio en la administracion aguda de cocaina (20 mg/kg) junto
con tres dosis diferentes de cocaina (1, 5 y 20 mg/kg). Como resultado (ver figura 65),
todos los grupos tratados con cocaina mas OEA aumentaron su actividad locomotora, con
respecto a los grupos tratados solo con OEA. Ademas, se ve un aumento significativo de la
distancia recorrida en los ratones que fueron tratados con cocaina, mas la dosis de 5 mg/kg

de OEA. Esta sera la dosis de OEA utilizada en el resto de experimentos.

Figura 65. Efecto de distintas
Efecto de la OEA sobre el tratamiento dosis de OEA (0, 1 ,5y 20

d p mg/kg) sobre la accion de la
aguao con CO#Calna cocaina  administrada de

50000 - T o forma aguda. Los ratones de

3 la cepa C57 fueron tratados
S 40000 7 i primero con las distintas
£ 20000 - Hokk OEA Omg/kg dosis de OEA 'y después

—~ *k% e ’ ’
g E I OEA 1mg/kg recibieron vehiculo o cocaina
CA 20000 * OEA 5mg/kg (20 mg/kg).
§ 100001 = L. _ m OEA 20mg/kg
= 0 i

Vehiculo Cocaina 20 mg/kg

* .
con respecto a su vehiculo
# entre los grupos tratados con cocaina

Tratamiento
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2.5.Efecto de 1a OEA sobre el condicionamiento locomotor inducido con cocaina.

En este caso, el condicionamiento (ver figura 66) se lleva a cabo con tres tratamientos:
vehiculo, cocaina (20 mg/kg) y cocaina mas OEA (5 mg/kg). En la grafica podemos ver, que
los dos grupos que llevan cocaina tienen un aumento de la actividad locomotora
significativo con respecto al grupo tratado con vehiculo. Ademas, vemos que tanto con OEA
como sin ella, el aumento en la locomocidn es similar, y se ve claramente el incremento a lo

largo del programa de cinco dias. Es decir, la OEA no varia la sensibilizacion inducida por

cocaina.
Figura 66. Efecto de la OEA
Efecto de la OEA sobre el condicionamiento con cocaina (Smg/kg) en el aumento de la
50000 - actividad locomotora
45000 4 inducido por cocaina (20
40000 mg/kg). Los  resultados
8 35000 | vienen expresados como
8 Media = SEM (n=al menos
E 30000 - vehiculo 10)
E 25000 - —a—cocaina ’
= 20000 - —a—OEA 5 + cocaina
©
©
£ 15000 -
%
5 10000 - .
5000 - - -
0 T T T T
DA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5

2.6.Efecto de 1a OEA sobre la locomocion condicionada inducida por cocaina.

En este experimento (ver figura 67), llevado a cabo de manera similar que con las cepas
anteriores, se ensaya el test del campo abierto cinco dias después de la ultima dosis de
condicionamiento, y a los tres grupos se les administra vehiculo. Los dos grupos que habian
sido condicionados con cocaina, y con cocaina mas OEA, muestran un aumento de la
actividad locomotora con respecto al grupo condicionado con vehiculo. En ambos casos,

aparece una locomocion condicionada.
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Figura 67. Efecto de la OEA
Efecto de la OEA sobre lalocomociéon (5mg/kg) sobre la locomocion
condicionada condicionada. El primer grupo
16000 - o fue tratado durante cinco dias
8 14000 | I con vehiculo, el segundo con
£ 12000 1 Fkk cocaina, y el tercer grupo con
5 10000 L cocaina junto con OEA. Se

© £ 8000 - I mide la distancia
o ~ 6000 - cinco dias después de la ultima
S 4000 4 inyeccion, tratando a todos los
% 2000 + grupos con vehiculo. Los
0 resultados vienen expresados

vehiculo cocaina OEAS5 + cocaina

Condicionamiento
* .
con respecto al vehiculo

Efecto de la OEA sobre la sensibilizacidn
locomotora inducida por cocaina

50000 - sk " i
40000 - I ;! I
30000 -
20000 -

10000 - =

distancia recorrida 30' (cm)

0 T

TRATAMEENTO vehiculo cocaina OEA+cocaina cocaina

PRETRATAMIENTO  vehiculo cocaina OEA+cocaina

* con respecto al vehiculo

como Media = SEM (n=al
menos 10).

Figura 68. Efecto de la OEA
5 mg/kg) sobre la
sensibilizacion  locomotora
inducida por cocaina, tanto

administrada  junto  con
cocaina durante el
condicionamiento, como
administrada sola seis dias
después de la  ultima
inyeccion. Los resultados
vienen expresados como

Media + SEM (n=al menos
10).

2.7.Efecto de la OEA sobre la sensibilizacion locomotora inducida por cocaina.

Para ensayar el papel de la OEA sobre la sensibilizacion locomotora a largo plazo, se

utilizan los mismos ratones que habiamos condicionado con vehiculo, cocaina y cocaina

mas OEA. En este caso (ver figura 68), seis dias después de la ultima inyeccion del

condicionamiento, los animales que habian sido condicionados con vehiculo recibieron

vehiculo, los animales condicionados con cocaina recibieron o cocaina o cocaina junto

OEA, y los animales condicionados con cocaina mas OEA, recibieron cocaina. Los dos

grupos que habian sido condicionados con cocaina, y el grupo que habia sido condicionado

con cocaina junto con OEA, mostraron un aumento significativo de la actividad locomotora
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en comparacion con el grupo vehiculo. Es decir, la OEA no varia la accion de la cocaina

sobre la sensibilizacion locomotora.

III. ACCTIONES DE LA COCAINA EN RATONES DEFICIENTAS DEL
RECEPTOR LPAL1.

En este tercer conjunto de experimentos comportamentales, estudiaremos la implicacion
del receptor del acido lisofosfatidico tipo 1 en los fenomenos de adiccion, mediante la

utilizacion de ratones KO para el gen de este receptor.

1. RESULTADOS COMPORTAMENTALES
1.1. Curva dosis-respuesta a cocaina.

En un primer paso, realizamos una curva dosis-respuesta (ver figura 69) tanto en
ratones C57, que consideraremos como grupo wild-type, como en los ratones KO para el
receptor LPA1. Los resultados muestran un aumento progresivo de la distancia recorrida
segin aumenta la dosis, en los ratones wild-type, siendo la dosis de 20 mg/kg la que produce
un efecto mayor. En el caso de los ratones KO para LPAl se puede observar una
hipolocomocion en relacion el grupo wild-type, y un retardo en la respuesta a la cocaina, ya
que a la dosis de 5 mg/kg no responden. Es a la dosis de 20 mg/kg a la que muestran una

mayor actividad locomotora.

Figura 69. Curva dosis-
Curva dosis respuesta LPA1 respuesta a cocaina en ratones
de la cepa C57 (WT) y en
ratones KO para el gen del
20000 -| [ receptor LPA1l. Se ensayan

25000 -

las dosis de 0, 5, 10 y 20
mg/kg de cocaina, y se mide
WT |l la distancia recorrida en
10000 1 i L mKO || campo abierto durante 30
5000 I minutos. Los  resultados
. - vienen expresados como
0 Media £ SEM (n=al menos

0 5 10 20 10).

Dosis cocaina (mg/kg)

15000 -

distancia recorrida 30' (cm)

* con respecto a dosis 20 de su genotipo
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1.2. Condicionamiento inducido por cocaina.

En el condicionamiento con cocaina (ver figura 70) seguido durante cinco dias
consecutivos, podemos ver que los dos genotipos tratados con cocaina muestran un aumento
significativo de la actividad locomotora en comparaciéon con sus vehiculo. Sin embargo, los
ratones KO para el receptor siempre mantienen su actividad por debajo de los ratones

normales, aunque ambos grupos muestran sensibilizacion del efecto de la cocaina.

Figura 70. Efecto de la

Condicionamiento LPA1 cocaina (20 mg/kg) sobre la
35000 - distancia recorrida en ratones
Fkk Fkk de la cepa C57 (WT) y en

30000 -
25000 -
20000 -

ratones KO para el receptor
LPA1, durante cinco dias

wt veh consecutivos. Se compara,
—=—wt coc por genotipos, el efecto de la

distancia recorrida 30'
(cm)

15000 1 = koveh || cocaina con respecto al
10000 H —a—ko coc || vehiculo en el mismo dia. Los
5000 1 = b a = resultados vienen expresados
: = como Media + SEM (n=al
0 menos 10).
1 2 3 4 5

* ’ Dia de tratamiento
con respecto a su vehiculo

1.3.Locomocion condicionada inducida por cocaina.

A los grupos anteriores, condicionados con vehiculo o cocaina, se les somete al test del
campo abierto, cinco dias después de la ultima inyeccién de condicionamiento, en este caso
administrando vehiculo a todos los grupos. En este caso (ver figura 71), el grupo wild-type
para el gen del receptor LPA1 muestra una respuesta locomotora condicionada en relacion a
su grupo vehiculo. Sin embargo, el grupo KO para el receptor LPA1 que habia sido
condicionado con cocaina, no muestra un aumento significativo de la actividad locomotora
en relacion con el grupo KO que habia sido condicionado con vehiculo. El grupo KO para el

receptor LPA1 no muestra locomocion condicionada.
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Figura 71. Efecto del
Locomocion condicionada LPA1 condicionamiento con
cocaina (20 mg/kg) durante 5
~ 14000 - *okk dias, sobre la respuesta de los
g ratones de la cepa C57 (WT)
~ 12000
o y los ratones KO para LPAI,
T 10000 - condicionado cuando se ensaya de nuevo el
2 8000 - con vehiculo campo abierto cinco dias
S 6000 - I I = condicionado Flespue's’ de la  dltima
= con cocaina inyeccion, y tratando a los
© 4000 - d ,
o os grupos con vehiculo. Los
& 2000 - resultados vienen expresados
= 0 como Media + SEM (n=al
WT KO menos 10).

1.4.Sensibilizacion locomotora inducida por cocaina.

De nuevo, ensayamos con los mismos grupos de animales utilizados en el experimento
de condicionamiento. Seis dias después, se vuelve a someter a los ratones al campo abierto
durante treinta minutos, pero en este caso a cada grupo de condicionamiento y para cada
genotipo se le administrard vehiculo o cocaina, y a una dosis de 10 mg/kg. De tal manera

que tendremos cuatro grupos experimentales por cada genotipo.

Figura 72. Efecto del
Sensibilizacién WT LPA1 condicionamiento con
#t# cocaina (20 mg/kg) durante 5
5 300000 4 faieled dias, sobre la respuesta de los
s 25000,0 - ratones de la cepa C57 (WT),
‘E 20000,0 - cuando se ensaya de nuevo el
o ~ . . ,
$ E 15000,0 | . vehiculo campo abierto  seis ’ (.11as
i I ina 10 después de la  ultima
S 10000,0 1 ® cocaina inyeccion, y tratando, en este
g 5000,0 - L caso, a un grupo con vehiculo
S 0,0 y a otro con cocaina a una
vehiculo cocaina 20 dosis de 10 mg/kg. Los
% ] . . resultados vienen expresados
con respecto a su vehiculo Condicionamiento .
u - ; ; como Media = SEM (n=al
con respecto al grupo condicionado con vehiculo y tratado con cocaiha 10
menos 10).

En el caso de los ratones normales (ver figura 72), los resultados revelan un aumento de
la actividad locomotora en los dos grupos que recibieron la dosis de 10 mg/kg de cocaina,
con respecto a sus grupos vehiculo. Ademas, este aumento es significativamente mayor en

los ratones que habian sido condicionados inicialmente con cocaina, que en los ratones que
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reciben por primera vez una dosis de cocaina. En el caso de los ratones KO para LPA1 (ver

figura 73) ocurre el mismo efecto, aparece una sensibilizacion locomotora, aunque de

manera menos robusta que en el wild-type.

Figura 73. Efecto del

Sensibilizacion KO LPA1 condicionamiento con

] 20000.0 - i cocaina (20 mg/kg) durante 5

] ’ dias, sobre la respuesta de los

3 15000,0 - ratones KO para el receptor

£ N wehiculo LPA1, cuando se ensaya dp

8 £ 10000,0 - ” nuevo el campo abierto seis

s> I mcocaina 10| | dias después de la tltima

© 5000,0 - I inyeccion, y tratando, en este

2 caso, a un grupo con vehiculo

° 0,0 y a otro con cocaina a una

vehiculo cocaina 20 dosis de 10 mg/kg. Los

* con respecto a su vehiculo Condicionamiento Zi)srlrlllga(li\(/}zd‘;enfn SEE(]{)/;‘CS(?](E(;S]

# con respecto al grupo condicionado con vehiculo y tratado con cocaina 10

menos 10).

2. RESULTADOS DE GENOMICA

En este segundo conjunto de experimentos se muestran los efectos, a nivel de
comportamiento y expresion génica, de la administracion de cocaina, en ratones carentes del
receptor LPA1, sobre los principales componentes del sistema cannabinoide y del sistema
dopaminérgico. De manera que podemos estudiar las variaciones de expresion de ARNm
debidas a la sensibilizacion a cocaina en ratones wild-type y en ratones knock out para este

receptor, en comparacioén con los mismos genotipos tratados con vehiculo.

En este caso el método de administracion, consistid en inyectar durante cinco dias
consecutivos una dosis de 20 mg/kg de cocaina a un grupo wild-type y a un grupo ko, y al
mismo tiempo se constituyeron otros dos grupos tratados con vehiculo. Después de 7 dias
desde la ultima inyeccion, se volvio a administrar cocaina pero a una dosis de 10 mg/kg. Los

grupos que habian sido tratados con vehiculo, volvieron a recibir suero salino.
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2.1. Sistema dopaminérgico

Como vimos anteriormente, el mecanismo de accion de los psicoestimulantes afecta

directamente a los terminarles dopaminérgicos mesolimbicos. Ademas, hay gran nimero de

evidencias que indican que la dopamina contribuye, al menos en parte, en los efectos de

refuerzo de muchas drogas de abuso.

Para ver si la ausencia de sensibilizacion en los ratones KO para el receptor de LPA

tipo 1, estd causada por cambios en el sistema dopaminérgico, mediremos la expresion

génica de tres componentes de este sistema de neurotransmision: la enzima de sintesis de la

dopamina, el receptor de dopamina tipo 1 y el transportador de dopamina. Todo ello en

estriado.

2.1.1 Sintesis

Los niveles de ARNm de la enzima de sintesis de la dopamina, la tirosina

hidroxilasa, en estriado (ver figura 74), no se ven afectados en nuestro experimento. Es

decir, los niveles de expresion de esta enzima no varian en los animales KO para el receptor

de LPA tipo 1, ni tampoco varian con la sensibilizacion a cocaina.

0.006-
0.005+ :|:
0.004+
0.003+

0.002+

TH/B-ACTINA
(valores relativos)

0.001 1

TH

0.000

genotipo

ko

F

Interaccioén

0,1542

0,6975

Tratamiento

0,6357

0,432

Genotipo

0,1191

0,7326

Jveh
I coc

2.1.2 Receptor

Figura 74. Niveles de ARNm de Ia
enzima de sintesis, tirosina hidroxilasa,
obtenidos de estriado de ratones tratados
durante 5 dias consecutivos con vehiculo
o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina
(10 mg/kg) 7 dias después. Los
resultados se expresan en unidades
arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla
muestra los resultados del andlisis
ANOVA de dos vias considerando el
pretratamiento crénico y el tratamiento
agudo como factores principales.
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En el caso del receptor de dopamina D1, ocurre lo mismo que en el caso de la enzima

de sintesis, no se aprecian cambios significativos a nivel de expresion génica en estriado
(ver figura 75), ni debidos al genotipo ni al tratamiento con cocaina con respecto a los

animales wild-type y a los animales tratados con vehiculo.

Figura 75. Niveles de ARNm del

D1 receptor de dopamina tipo 1,

0.15- obtenidos de estriado de ratones
EVEh tratados durante 5 dias consecutivos

I T coc con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),

0.101 seguido de una exposicién aguda de

vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias

D1/B-ACTINA
(valores relativos)

0.05- después. Los resultados se expresan
en unidades arbitrarias
(MediaxtSEM; n=8). La tabla
0.00 . . muestra los resultados del andlisis
Wt genotipo ko ANOVA fie dos Vias’cgnsiderando el
- - pretrat.amlento cronico y el
Interaccion | 0,8367 03681 tratamiento agudo como factores
Tratami_ento 1,787 0,192 prinCipaleS.
Genotipo 0,1238 0,7276

2.1.3. Transportador

En el estudio del ultimo componente del sistema dopaminérgico (ver figura 76)
vemos que tampoco aparecen diferencias significativas en el nivel de ARNm, ni debidos al
genotipo, ni debidos al tratamiento con cocaina. Es decir, el sistema dopaminérgico del

estriado no se ve afectado en nuestro experimento.

Figura 76. Niveles de ARNm del

DAT transportador de dopamina,
0.015- obtenidos de estriado de ratones
C—Jveh tratados durante 5 dias consecutivos
I - coc con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),
0.010-

seguido de una exposicion aguda de
vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias
después. Los resultados se expresan

DAT/B-ACTINA
(valores relativos)

0008 en unidades arbitrarias
(MediaxtSEM; n=8). La tabla
0.000 - - muestra los resultados dgl analisis
genotipo ANOVA Fle dos vias cgnmderando el
pretratamiento cronico y el
Tmteraccion 0,1F597 0,6224 tratamiento agudo como factores

Tratamiento 3,394 0,0761 principales.

Genotipo 0,4218 0,5213
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2.2 Sistema cannabinoide

En esta serie de experimentos medimos los niveles de ARNm de los distintos
componentes del sistema cannabinoide para ver su implicacion en la sensibilizacion a
cocaina en nuestro modelo animal. Todos los genes se midieron en estriado, hipocampo,

corteza prefrontal y cerebelo.

2.2.1. Estriado
2.2.1.1 Receptor

El nivel de ARNm del receptor cannabinoide tipo 1 en estriado (ver figura 77)
aumenta de manera significativa debido al tratamiento con cocaina. Sin embargo, el test
estadistico ANOVA también da como significativo la interaccién entre las variables, de
manera que parte del efecto que vemos sobre el receptor CB1 se debe al genotipo. Los
ratones carentes de LPA1 tienen menos receptor CB1 y la hiperactividad dopaminérgica

asociada a la sensibilizacion lo incrementa notablemente.

Figura 77. Niveles de ARNm del

CB1 receptor cannabinoide tipo 1

0.00157 ==veh obtenidos de estriado de ratones

- . coc tratados durante 5 dias consecutivos
é S 0.0010- I con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),
'5% ' seguido de una exposicion aguda de
z % - vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias
2 5 00005 después. Los resultados se expresan en
©g unidades arbitrarias (Media:=SEM;

n=8). La tabla muestra los resultados
0.0000 ' ' del andlisis ANOVA de dos vias

wt ko
genotipo cons1derandp el pretratamiento croénico
= 5 y el tratamiento agudo como factores
Interaccion 7,799 0,0106 principales,
Tratamiento 4,948 0,0367
Genotipo 3,018 0,0963

2.2.1.2 Sintesis
En el caso de la enzima de sintesis de cannabinoides NAPE-PLD en estriado (ver

figura 78) se mantiene el patron de expresion del receptor cannabinoide: hay un aumento de
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la enzima debido al tratamiento con cocaina pero debido, en parte, a un efecto simultaneo

del genotipo, que pro si solo no llega a ser significativo. Esto indica que hay un incremento

de actividad cannabinoide asociada a la actividad dopaminérgica inducida por cocaina.

2.2.1.3 Degradacion

En el caso de las enzimas de degradacion cannabinoide en estriado (ver figura 79),
hay un comportamiento diferente de la expresion génica dependiendo de la enzima
estudiada. En el caso del nivel de ARNm de MAGL no hay cambios debidos ni al
tratamiento con cocaina ni al genotipo, aunque aparece una interaccion significativa que
indica que un factor depende del otro, aunque en este caso no aparecen efectos reveladores.

En el caso de FAAH, hay un efecto del genotipo muy claro, los niveles de ARNm de
esta enzima de degradacion disminuyen drasticamente en los ratones ko para el receptor

LPA tipo 1. Sin embargo, sigue apareciendo una interaccion entre los factores principales.

NAPE-PLD Figyra 78. Niverles .de ARNm de la
enzima de sintesis NAPE-PLD,
< 0.00157 lveh obtenidos de estriado de ratones
é’g I B coc tratados durante 5 dias consecutivos
Q % 0.0010- con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),
D seguido de una exposicion aguda de
3 g = vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias
E S 0.0005+ después. Los resultados se expresan en
a2 unidades arbitrarias  (Media+SEM,;
= 0.0000 n=8). La tabla muestra los resultados
' wt ko del analisis ANOVA de dos vias
genotipo considerando el pretratamiento cronico
F P y el tratamiento agudo como factores

T L R principales.

Genotipo 3,018 0,0963
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MAGL FAAH
0.0034 0.0035+
T Jveh T Jveh
<@ T L EEcoc <@ 0.00307 I coc
Z 9 Z S 0.0025
5 % 0.002 5 Ele
T < © 0.0020+
€aq £ 8 000154
(&0 5 0.001 Y g 0.0010- -
> >
=2 ~ 0.0005+
0.000 T T 0.0000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F p F P
Interaccion 4,933 0,0369 Interaccioén 8,514 0,008
Tratamiento 0,01581 0,9011 Tratamiento 2,854 0,1053
Genotipo 1,28 0,27 Genotipo 47,76 <0.0001

Figura 79. Niveles de ARNm de las enzimas de degradacion cannabionoide, obtenidos de estriado
de ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos
vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.2.2 Hipocampo
2.2.2.1 Receptor

Los niveles de ARNm del receptor cannabinoide tipo 1 en hipocampo (ver figura
80) no se ven afectados por ninguno de los dos factores estudiados en este experimento, de

manera que son independientes tanto del tratamiento con cocaina como del genotipo.

CB1 Figura 80. Niveles de ARNm del
0,00- receptor cannabinoide tipo 1 en
0.084 Cveh hipocampo, obtenidos de ratones tratados
< 2 0071 I I coc durante 5 dias consecutivos con vehiculo
zZ > , .
£ 5 0.061 o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
S © 005 exposicion aguda de vehiculo o cocaina
@ § 0047 (10 mg/kg) 7 dias después. Los
@ 5 0051 Itad idad
3% 0004 resultados se expresan en unidades
= 0.014 arbitrarias (Media£SEM; n=8). La tabla
0.00 : : muestra los resultados del analisis
wt _ ko ANOVA de dos vias considerando el
genotipo pretratamiento cronico y el tratamiento
_ F P agudo como factores principales.
Interaccion 2,921 0,0985
Tratamiento 3,757 0,0627
Genotipo 1,938 0,1748
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DAGLa DAGLb
0.03+ 0.0006+
Cveh Cveh
<Ly B coc < g 0.0005- — coc
Zo Z9
[ i =2 ]
55 002 5 5 0.0004 alm
<3 <3
b = T @ = 0.0003- I
39 23
® & 0.01- ® & 0.0002-
L © < ®
a2z 8 2 0.0001-
0.00 T T 0.0000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F P F p
Interaccion 5,282 0,0302 Interaccion 10,76 0,0031
Tratamiento 5,885 0,0228 Tratamiento 1,196 0,2846
Genotipo 2,48 0,1279 Genotipo 1,196 0,2846
NAPE-PLD
0.0025+
< Jveh
Z '@ 0.0020- I coc
Q2
<8 _
@ 0.0015 :|:
S o
g O 0.0010
)
w =
2 £ 0.0005-
pd
0.0000 T T
wt ko
genotipo
F P
Interaccion 1,642 0,2113
Tratamiento 1,642 0,2113
Genotipo 1,642 0,2113

Figura 81. Niveles de ARNm de las enzimas de sintesis cannabinoide en hipocampo, obtenidos de
ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos
vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

2.2.2.2 Sintesis

Para estudiar el efecto de la cocaina sobre la sintesis de cannabinoides en hipocampo,
medimos la expresion génica de las dos isoformas de la enzima DAGL, como en el caso de
los ratones C57, y ademas, la enzima NAPE-PLD (ver figura 81). Los niveles de ARNm de
la NAPE-PLD no se ven afectados en el hipocampo por ninguno de los dos factores
estudiados. Sin embargo, si hay variaciones en la DAGL, aunque diferentes dependiendo de
la isoforma que midamos. Asi, para la isoforma beta no hay cambios relevantes aunque

aparece una interaccion significativa. En el caso de la isoforma alfa, hay un efecto
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significativo del tratamiento con cocaina, de manera que la administracion de la droga

aumenta los niveles de ARNm de esta isoforma, pero dependiente del genotipo, ya que la

interaccion también es significativa.

2.2.2.3 Degradacion

Los niveles de ARNm de las enzimas de degradacion cannabinoide en hipocampo

(ver figura 82) no varian con el tratamiento a cocaina ni varian por el genotipo.

MAGL FAAH
0.007 0.0100
Cveh Cveh
~ 0.006+ —~
<0 Elcoc <0 I coc
Z 2 4.005- Z 2 0.0075-
= =1
O® ©
I o 0004 L 5 T
o= o = 0.0050
= @ 0.003+ B 4
Q5 <5
< = 0.002+ = i
S g E 8 0.0025
= 0.001- =
0.000 . . 0.0000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F ) F L
Interaccion 0,04678 0,8306 Interaccion 2,099 0,1609
Tratamiento 0,421 0,5226 Tratamiento 2,399 0,1351
Genotipo 0,8784 0,358 Genotipo 1,82 0,1905

Figura 82. Niveles de ARNm de las enzimas de degradacion cannabionoide en hipocampo,
obtenidos de ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),
seguido de una exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del
analisis ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento crénico y el tratamiento agudo como
factores principales.

CB1 Figura 83. Niveles de ARNm del

1500- receptor cannabinoide tipo 1 en
Cveh corteza prefrontal, obtenidos de

I I coc ratones tratados durante 5 dias

1000- I consecutivos con vehiculo o cocaina

(20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o

CB1/B-ACTINA
(valores relativos)

5007 cocaina (10 mg/kg) 7 dias después.

Los resultados se expresan en

0 . . unidades arbitrarias (Media+SEM;

wt ko n=8). La tabla muestra los resultados

genotipo del analisis ANOVA de dos vias

———— = — considerando el  pretratamiento

Tratamiento | 0,007615 | 0,912 cronico y el tratamiento agudo como
Genotipo 0.1575 | 0.6951 factores principales.
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2.2.3 Corteza prefrontal
2.2.3.1 Receptor

Los niveles de ARNm del receptor CB1 en corteza prefrontal (ver figura 83)
medidos por PCR a tiempo real no varian en los ratones ko para el gen del receptor LPA tipo

1, ni tampoco varian con el tratamiento con cocaina.

2.2.3.2 Sintesis

En el caso de la corteza prefrontal, las enzimas de sintesis siguen otro patréon de
expresion diferente al que seguian en estriado (ver figura 84). En esta area cerebral,
ninguna de las dos isoformas de la enzima DAGL sufre cambios. Sin embargo, NAPE-PLD
se ve afectada tanto por el genotipo como por el tratamiento, de manera que los ko para el
gen del receptor de LPA tipo 1 tienen aumentados los niveles de la enzima de sintesis.

Ademas, el tratamiento con cocaina aumenta a su vez la expresion de la NAPE-PLD.

2.2.3.3 Degradacion

El nivel de expresion de las enzimas de degradacion de los cannabinoides en
hipocampo (ver figura 85) es diferente dependiendo de la enzima estudiada. Asi, los niveles
de FAAH no varian ni con el genotipo ni con el tratamiento con droga. Sin embargo, los
niveles de ARNm de la enzima MAGL varian con el genotipo, de manera que los niveles de
MAGL es KO son mas altos. No obstante, aparece también como significativa una
interaccion entre los factores, por lo que el efecto que vemos debido al genotipo es también

debido en parte al tratamiento con cocaina.
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DAGLa DAGLb
0.35+ 0.0125+
Cveh Cveh
< ’g 0307 EMicoc I ’8‘ 0.01004 I coc
E .2 0251 =
O3 O® J
< 5 0.20- <3 0.0075
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0.00 T T 0.0000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F p F P
Interaccion 0,01135 0,9152 Interaccion 0,03329 0,8572
Tratamiento 0,001887 0,9654 Tratamiento 0,0132 0,9097
Genotipo 0,2203 0,639 Genotipo 1,159 0,2952
NAPE-PLD
0.006+
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Z > 0.005- I coc
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<F § 0.004
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3 2 0.003
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a2
r & 0.0024
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20004 L i
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Interaccion 3,335 0,0828
Tratamiento 4,677 0,0429
Pretratamiento 7,726 0,0116

Figura 84. Niveles de ARNm de las enzimas de sintesis cannabinoide en corteza prefrontal,
obtenidos de ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg),
seguido de una exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis
ANOVA de dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores
princinales.

2.2.4 Cerebelo
2.2.4.1 Receptor

Los niveles de ARNm del receptor cannabinoide tipo 1 en cerebelo (ver figura 86)
son diferentes entre los grupos debido al genotipo. Los ratones KO para el gen del receptor

de LPA tipo 1 tienen los niveles d¢ ARNm de CB1 mas altos que los ratones wild-type.
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0.0125+ 0.035+
Cveh Cveh
— == ~ 0.0301
< » 0.01004 Elcoc <o I coc
ZzQ Z Qo
=2 £ > 0025
O 8 00075 C3B
< & © 0.0204 I
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Gl <5
I 2 0.010
= £ 0.0025 e
~ ~ 0.0051
0.0000 T T 0.000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F P F p
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Tratamiento 2,023 0,1703 Tratamiento 0,03137 0,861
Genotipo 18,93 0,0003 Genotipo 0,9637 0,3365

Figura 85. Niveles de ARNm de las enzimas de degradacion cannabionoide en cerebelo , obtenidos
de ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos

vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

CB1 Figura 86. Niveles de ARNm del receptor
0.7- cannabinoide tipo 1 en cerebelo, obtenidos
06 Cveh de ratones tratados durante 5 dias
<9 I I coc consecutivos con vehiculo o cocaina (20
%é z:i: I mg/kg)z seguido de’una exposicion agl{da
x9 de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias
§§0-3' después. Los resultados se expresan en
83 021 unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8).
< 0.1- La tabla muestra los resultados del analisis
0.0 : : ANOVA de dos vias considerando el
wt _ ko pretratamiento cronico y el tratamiento
genotipo agudo como factores principales.

Interaccién 1.289 0.2p507

Tratamiento 0,7586 0,3928

Genotipo 5,134 0,0332

2.2.4.2 Sintesis

El patron de expresion de la sintesis cannabinoide en cerebelo (ver figura 87) varia
dependiendo de la enzima estudiada. En el caso de NAPE-PLD se observa un efecto muy
claro del genotipo sobre la expresion, de manera que los ratones KO tienen unos niveles de
ARNmMm de esta enzima superiores a los de los ratones wild-type.

Con respecto a DAGL, en el caso de la isoforma alfa, no vemos ningiin cambio

significativo, mientras que en el caso de la isoforma beta hay un efecto del genotipo, al igual
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que para NAPE-PLD. Los niveles de ARNm de DAGLJ estan aumentados en los animales

DAGLa DAGLb
0.054 0.0025+
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<Zf @' 0.04 Emcoc 59 0.0020 :|: I coc
.2 E =
O & 0.0 1 g .
<5 0.03 <5 0.0015
@ = Q.
® & 0.02 S & 0.0010-
Q0o [Op=}
S S oo S £ o0.0005
0.00 T T 0.0000 T T
wt ko wt ko
genotipo genotipo
F P F P
Interaccion 0,5983 0,4468 Interaccion 0,07858 0,7814
Tratamiento 3,176 0,0874 Tratamiento 0,04383 0,8358
Genotipo 1,14 0,2963 Genotipo 6,27 0,0189
NAPE-PLD
0.0035+
< CJveh
E ’g 00030 N coc
O > 0.0025-
<3
o g 0.0020- I
2 @ 0.0015-
W S 0.0010
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Figura 87. Niveles de ARNm de las enzimas de sintesis cannabinoide en cerebelo, obtenidos de
ratones tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (Media=SEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de dos

vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.

El patron de expresion de las enzimas de sintesis en cerebelo (ver figura 88) es

similar para las dos enzimas estudiadas. En ambos casos aparece un efecto significativo del

genotipo. También en este caso, como en el resto de componentes del sistema cannabinoide

en cerebelo, hay una elevacion del ARNm de las enzimas en los ratones KO para el gen del

receptor LPAT.
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Figura 88. Niveles de ARNm de las enzimas de degradacion cannabionoide , obtenidos de ratones
tratados durante 5 dias consecutivos con vehiculo o cocaina (20 mg/kg), seguido de una
exposicion aguda de vehiculo o cocaina (10 mg/kg) 7 dias después. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (MediaxSEM; n=8). La tabla muestra los resultados del analisis ANOVA de
dos vias considerando el pretratamiento cronico y el tratamiento agudo como factores principales.
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Los resultados comportamentales vistos en los animales de la cepa C57 nos muestran
los fendmenos tipicos producto de la exposicion cronica a cocaina. Por un lado aparece la
sensibilizacién locomotora y por otro la locomocién condicionada.

La expresion de los distintos componentes del sistema dopaminérgico en hipocampo
y en estriado son especulares. Hay que tener en cuenta que en el hipocampo hay una fuerte
presencia de terminales noradrenérgicos que podrian contribuir a las acciones descritas.

El hecho de que estos animales sensibilizados muestren un incremento de la enzima
de sintesis de la dopamina, TH, unido al fuerte incremento del transportador, indican que en
el hipocampo la sensibilizacion/locomociéon condicionada tiene un sustrato dopaminérgico
importante que podria estar relacionado con la memoria contextual que se activa en los
procesos de condicionamiento espacial asociados a la administracion de cocaina.

Por otro lado, la corteza prefrontal es un sustrato importante en la sensibilizacion a
cocaina posiblemente al determinar estrategias comportamentales fijas (estereotipias,
locomocion condicionada, condicionamiento, etc.).

Los endocannabinoides participan en la plasticidad sinaptica del sistema
mesolimbico, relacionada con los procesos de aprendizaje asociados a la adiccion. De ahi el
estudio de sus componentes en nuestros modelos animales, ademas de por el hecho de ser
potentes moduladores de transmision glutamatérgica. Asi, se ha descrito que los receptores
CBI1 localizados presinapticamente regulan la liberacion de glutamato y GABA en el ATV,
modificando la actividad eléctrica de estas neuronas dopaminérgicas.

En general, en la corteza prefrontal se observa una hiperfunciéon cannabinoide,
reflejo quizé de una hipoactividad de las neuronas de esta zona que proyectan al VTA, lo
que la liberaria de la inhibicion GABAérgica a la que esta sometida.

En estriado aparece una disminucion de la sintesis de endocannabinoides con la

exposicion repetida a cocaina por una regulacion a la baja de la isoforma de sintesis
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DAGLB, que es la que se regula en estos procesos. A su vez este proceso seria regulado en
esta zona por una regulacion a la baja de las enzimas de degradacion. En el hipocampo
ocurre un efecto parecido, pero en este caso es DAGLa la enzima que se regula a largo
plazo.

Todos estos cambios acaban actuando directa o indirectamente en el sistema
glutamatérgico, que juega un papel relevante en las acciones de la cocaina en particular y las
drogas en general. Los cambios que se producen en este sistema de neurotransmision son
diferentes segun sea la exposicion a la droga. Con la administracion aguda disminuye la
expresion de genes glutamatérgicos, tanto enzimas de sintesis, como subunidades de
receptores ionotropicos y metabotropicos, o del transportador de glutamato. Sin embargo, la
sensibilizacion revierte este efecto y se dispara la expresion génica de este sistema, en todas

las areas relacionadas con el sistema de recompensa.

Como hemos visto, los endocannabinoides son importantes neuromoduladores de la
transmision glutamatérgica, sin embargo no lo es la OEA, ya que actia a través de un
receptor distinto a CB1. En los animales carentes del receptor PPARa, todos los procesos
comportamentales asociados a la exposicidon a cocaina son similares a los que ocurren en los
animales salvajes. Por esto, se puede asumir que ni la OEA ni su receptor intervienen en los

fendmenos de adiccion.

Otro de los sistemas moduladores del sistema glutamatérgico es el del acido
lisofosfatidico y el receptor LPA1, implicado en la plasticidad sinaptica. Segun nuestros
estudios, el receptor LPA1 estaria implicado en la formacion de la memoria especifica de
contexto, con base en el hipocampo, ya que los ratones carentes de este receptor no

muestran locomocidn condicionada tras una exposicion cronica a cocaina. Sin embargo, el
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receptor LPA1 no estaria implicado en la memoria procedimental ya que los ratones
carentes del receptor tipo 1 del 4cido lisofosfatidico muestran sensibilizacion a cocaina. Es
mas, en estos animales hay un incremento de la actividad del sistema endocannabinoide

asociado a la actividad dopaminérgica inducida por cocaina.
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La exposicion cronica a cocaina produce cambios adaptativos en distintas areas
cerebrales estar basados en cambios en la expresion de genes relacionados con los

procesos de aprendizaje y memoria subyacentes a la adiccion a cocaina.

El receptor de acido lisofosfatidico tipo 1 estd implicado en la locomocion

condicionada por contexto que tiene naturaleza episoddica y una base hipocampal.

El receptor PPARa no estd implicado en los fendmenos relacionados con la
exposicion cronica a cocaina, ya que no hay variacion de estos procesos en los

animales carentes del receptor.

La OEA no esta implicada en los fendmenos relacionados con la exposicion cronica

a cocaina, ni a través de PPARa, ni a través de otro receptor diferente.

El sistema de neurotransmisién glutamatérgica varia la expresion génica de sus
componentes de manera diferencial segun sea la exposicion a cocaina. De manera
que con la exposicion aguda a la droga hay una disminucién de la expresion génica,

mientras que con la exposicion cronica se produce un efecto de rebote.

El sistema cannabinoide acttia como regulador del efecto de la cocaina sobre el
sistema glutamatérgico, variando la expresion del receptor CBI, la sintesis y
degradacion de los endocannabinoides en las distintas regiones cerebrales para

contrarrestar los efectos de la cocaina.
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