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Maria Paula Avalos Resumen

La exposicion a eventos estresantes a lo largo de la vida constituye un factor de riesgo
importante para el desarrollo de diversas neuropatologias, incluida la adiccion a drogas.
Estudios en modelos experimentales de adiccion han centrado su atencidn en la proyeccién
glutamatérgica proveniente de Corteza Prefrontal (CPf) hacia Nucleo Accumbens (NAC),
principal area de integracion limbico-motora, ya que la misma ha sido criticamente implicada en
la conducta de busqueda de una amplia variedad de drogas de abuso.

La hipdtesis glutamatérgica de la adiccion establece un estrecho vinculo entre la
alteracion de la transmision glutamatérgica y la funcién astroglial en NAc. Sobre la base de esta
hipotesis y teniendo en cuenta la influencia proactiva del estrés sobre el efecto de cocaina en la
transmision glutamatérgica, estudios de nuestro laboratorio reportaron una marcada Yy
persistente desregulacion de la homeostasis de glutamato en NAc core. Esta alteracion
homeostatica fue propuesta como mecanismo neurobioldgico que sustenta la potenciacion del
efecto estimulante motor y reforzante de cocaina en animales previamente expuestos a estrés.

Por otro lado, evidencias recientes postulan que la microglia, un tipo de célula glial que
comprende el sistema inmune innato residente del cerebro, modula la transmision
glutamatérgica. Interesantemente, tanto el estrés como las drogas de abuso constituyen
estimulos capaces de inducir cambios morfolégicos y funcionales significativos en estas células.

En conjunto, estos hallazgos sientan las bases de que la transmision glutamatérgica y la
funcién glial forman parte de un mecanismo comin susceptible de ser perturbado por la
exposicion a drogas de abuso y a experiencias estresantes, lo cual sugiere que las alteraciones
biolégicas inducidas por la exposicion a estrés en el cerebro constituirian un escenario propicio
para facilitar el desarrollo de conductas adictivas.

A la fecha no existe una intervencion farmacolégica eficaz para tratar la comorbilidad
existente entre los desérdenes de estrés y del uso de sustancias psicoactivas. Por consiguiente, es
importante, desde el punto de vista fisiopatoldgico, estudiar la base neurobiolégica comun de
ambos trastornos, a fin de encontrar nuevos blancos terapéuticos para tratar esta comorbilidad.
Mas aun, se desconoce el rol jugado por la microglia en la homeostasis de glutamato en NAc
core que media la vulnerabilidad a la adiccién inducida por estrés.

Esta tesis se enfoca en el estudio del rol que desempefia la microglia en la desregulacion
de la homeostasis de glutamato en NAc core, en un modelo de estrés crénico que induce
sensibilizacion a los efectos estimulantes de cocaina y facilitacion de la conducta de
autoadministracion de la droga, mediante el empleo de un tratamiento farmacol6gico sistémico
con minociclina, un potente inhibidor de la activacion de la microglia cuyo efecto
neuroprotector ha sido atribuido a sus propiedades anti-inflamatorias.

Para ello, los animales fueron sometidos a un protocolo de estrés crénico por restriccion

de movimiento durante una semana (2 h/dia) y dos semanas después del Ultimo episodio de
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estrés (dia 21) evaluamos: 1) la expresion de la sensibilizacion conductual a cocaina (15 mg/Kg,
intraperitoneal: i.p.), 2) la liberacidn sinaptica de glutamato y dopamina inducida por cocaina
mediante la técnica de microdialisis in vivo en NAc core y shell, 3) la influencia de un
tratamiento sistémico con minociclina (30 mg/Kg cada 12 h, i.p.) en aspectos morfolégicos y
funcionales de la microglia, la concentracion basal de glutamato extracelular por el método de
no net flux, la expresion del transportador de glutamato GLT-1 por western blot, la
inmunoreactividad de GFAP (marcador de astocitos) y la plasticidad estructural postsinaptica en
NAC core; la expresion de la sensibilizacién cruzada conductual a cocaina y la facilitacion de la
adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina.

En primer lugar, los resultados obtenidos en este estudio demostraron que, tres semanas
después del primer episodio de estrés cronico, la administracion no contingente de una dosis
aguda de cocaina fue suficiente para poner en evidencia el fendmeno de sensibilizacion cruzada
al efecto estimulante motor de cocaina. Esta alteracion conductual fue evidenciada en paralelo a
la sensibilizacion dopaminérgica observada en NAc core, pero no en shell, en animales
previamente expuestos a estres, lo que nos permitié validar el modelo de sensibilizacion cruzada
entre estrés cronico y cocaina.

Ademas, se evidenci6 una robusta atenuacion de la liberacion sinaptica de glutamato en
NAC core, pero no en shell, en respuesta a una inyeccion i.p. de cocaina dos semanas después
del altimo episodio de estrés. Dicha alteracion neuroquimica fue asociada a una diferencia
observada en los niveles de glutamato extracelular de la linea de base experimental. Por otro
lado, este efecto no fue evidenciado en NAc shell, lo que demostré una contribucién diferencial
entre ambos compartimentos de NAc y destaco el rol clave que desempefia NAc core a largo
plazo en el fendbmeno de sensibilizacion.

El sello distintivo de la desregulacion de la homeostasis de glutamato observada en NAc
core fue el aumento de la concentracién basal de glutamato extracelular, el cual fue atribuido a
una reducida expresién del transportador de glutamato, GLT-1, principalmente expresado en
astrocitos. Consistentemente, se observo una reducida actividad astroglial, evidenciada por la
disminucién de la inmunoreactividad de GFAP. Consecuente a esta desregulacion homeostatica,
se evidencié una importante remodelacion estructural postsinaptica en la misma region cerebral
al dia 21 del protocolo experimental, la cual consistié en un incremento en la densidad total de
espinas dendriticas y de espinas tipo mushroom en los animales previamente estresados.

En segundo lugar, se observaron persistentes cambios morfoldgicos y funcionales en la
microglia en NAc core inducidos por la exposicién a estrés crénico. Estas alteraciones se
caracterizaron por un aumento de la complejidad y extension de los procesos microgliales con
un perfil caracteristico de hiper-ramificacion sin alteracion del nimero de ramificaciones

primarias, un incremento de la inmunoreactividad de Iba-1, un aumento de los niveles de
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expresion de ARNm que codifica para TNF-a, en paralelo a una marcada tendencia de aumento
de ARNm que codifica para IL-1B y un aumento del nimero de células Iba-1 positivas. Estos
cambios fueron asociados a la alteracion, previamente descripta, de los mecanismos
glutamatérgicos que subyacen la comorbilidad entre los trastornos de estrés y uso de sustancias
psicoactivas ya que; al restablecer los niveles de glutamato basal a través de la normalizacion de
la expresiébn de GLT-1 y de la actividad astroglial, y restaurar los cambios plasticos
estructurales postsinapticos mediante un tratamiento sistémico con minociclina, se suprimio la
capacidad del estrés para facilitar la adquisicion de la conducta de autoadministracion de
cocaina y potenciar la actividad psicomotora luego de una inyeccién no contingente de cocaina.
Importantemente, este efecto preventivo de minociclina fue atribuido a su capacidad para
restaurar la morfologia y funcién de la microglia y su accién como inhibidor selectivo de la
polarizacién microglial hacia el estado proinflamatorio.

Los resultados aqui presentados son altamente consistentes y se correlacionan con los
resultados previos del laboratorio. Importantemente, estos hallazgos sugieren que los cambios
en la funcién microglial inducidos por la exposicion a estrés ejercen un rol adaptativo en el
establecimiento y mantenimiento a largo plazo de alteraciones pre y postsinapticas en la
transmision glutamatérgica y alteraciones funcionales en los astrocitos, los cuales predisponen
al desarrollo de la adiccion. Mas aln, este estudio propone a la minociclina como un potencial
candidato para el tratamiento de la comorbilidad entre los desordenes de estrés y el abuso de
cocaina.

Finalmente, nuestros resultados sientan las bases de un potencial mecanismo
neurobiol6gico en NAc core que seria el responsable de la vulnerabilidad a la adiccion inducida
por estrés. La alteracion de los niveles basales de glutamato extracelular desencadenada a partir
del deterioro de la recaptacion de este neurotransmisor, a expensas de la disminucion de GLT-1,
constituye una adaptacion compartida inducida tanto por la exposicion a estrés como por la
administracion repetida de drogas de abuso. En este contexto, la disminuida expresion de GLT-
1, mediada por TNF-a liberado por la microglia activada tras la exposicion repetida a estrés, en
combinacion con el consecuente impacto de los niveles incrementados de glutamato basal
extracelular y TNF-o en la sefializacion postsinaptica, proporciona no sélo las bases de un
mecanismo fisiopatoldgico clave para promover cambios neuroadaptativos postsinapticos que
conduzcan al desarrollo de conductas adictivas, sino que abre nuevos caminos para futuros

estudios sobre la tematica de la adiccién a drogas inducida por la exposicion a estrés.
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ESTRES Y ADICCION A DROGAS: MARCO TEORICO

La adiccion a drogas se define como un trastorno crénico y recurrente caracterizado por
la bdsqueda y el consumo compulsivo de la droga a pesar de sus consecuencias negativas, la
pérdida de control para limitar el consumo y la aparicion de un estado emocional negativo frente
a un impedimento de acceso a la misma, lo que refleja la presencia del sindrome de abstinencia
a la droga (Koob y Le Moal, 1997; Koob y Volkow, 2010). Asi, la adiccion es considerada el
punto final de una serie de transiciones desde el consumo inicial voluntario y controlado de la
droga hasta la pérdida progresiva del control sobre el consumo y la emergencia de la conducta
de busqueda compulsiva de la droga que caracterizan el proceso adictivo; y la recaida al
consumo, incluso después de un periodo de abstinencia prolongado, que constituye el sello
distintivo de este trastorno (Belin y col., 2013; Everitt y Robbins, 2005; Robbins y Everitt,
1999).

Esta severa neuropatologia constituye un importante problema de salud en numerosos
paises del mundo, la cual no sélo genera un importante deterioro en la salud de la persona que la
padece sino que acarrea innumerables repercusiones en el &mbito social, econémico y legal a
nivel mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la adiccion afecta entre el
3,4y el 6,6% de la poblacion mundial (World Drug Report -UNODC, 2017). Se estima que el
nimero de personas que consumen drogas en la actualidad ha aumentado en un 30% con
respecto al afio 2009 y el 0,4% de las muertes anuales a nivel mundial se deben al abuso de
drogas tales como cannabis, cocaina, opiaceos y anfetaminas entre las mas frecuentemente
consumidas (World Drug Report -UNODC, 2017). Segun reportes actuales del Informe Mundial
sobre Drogas (World Drug Report -UNODC) y SEDRONAR (Argentina) publicados en 2019 y
2017, respectivamente; en el afio 2017, el 1,5% de la poblacién Argentina (el 2,4% de los
hombres y el 0,7 % de las mujeres) de entre 12 y 65 afios habia consumido cocaina en el dltimo
afio. La prevalencia mas alta de consumo de cocaina en el Gltimo afio (3%) se registr6 entre los
jévenes de 18 a 24 afios y, en menor medida, en los adultos de 25 a 49 afios. Se estima que en la
Argentina el consumo de cocaina aumentd casi el doble en el periodo 2010-2017 entre los
adultos de 35 a 49 afios de edad. Este panorama a nivel nacional y mundial subraya la necesidad
de promover respuestas integrales en materia de salud sobre la base de la comprension de la
neurobiologia de la adiccion a las drogas.

En el campo de la neurociencia de la adiccion se ha demostrado que a pesar del gran
nimero de personas que prueban o consumen drogas durante periodos de tiempo variables, s6lo
entre un 10 y un 15% desarrolla adiccion (O"Brien y col., 1986), lo que motiva a pensar que este
trastorno se desencadena en individuos particularmente vulnerables. Teniendo en cuenta este

contexto y a fin de explicar la transicion del uso ocasional de drogas hacia la adiccion y los
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factores de vulnerabilidad que predisponen a este desorden, se han propuesto principalmente
dos enfoques tedricos definidos por el estudio de la adiccion centrado en la droga o en el
individuo.

Por un lado, el estudio de la adiccion centrado en la droga considera que el trastorno en
el uso de sustancias psicoactivas es una patologia que resulta de los cambios inducidos en la
funcién cerebral por el consumo cronico de las mismas. Asi, la relevancia de este enfoque
radica en que el estudio focaliza su atencién en los sustratos neurales y mecanismos
neurobiol6gicos que subyacen a los fendmenos de tolerancia, dependencia, sensibilizacion,
condicionamiento y abstinencia responsables de la transicion del uso al abuso de drogas
(Nestler, 1992; Robinson y Berridge, 1993; White, 1996).

Sobre la base de este enfoque, numerosos estudios en modelos animales postulan que la
transicion hacia la adiccion estaria mediada por el desarrollo de una cascada de eventos
moleculares que resultan en cambios neuroadaptativos duraderos en estructuras cerebrales que
comprenden el circuito mesocorticolimbico en respuesta a la exposicion repetida a drogas de
abuso (Nestler, 2001). Dichas neuroadaptaciones constituirian la base neurobioldgica no sélo de
la wvulnerabilidad al desarrollo de la adiccién inducida por drogas sino también del
mantenimiento de este trastorno conductual y de la recaida al consumo luego de largos periodos
de abstinencia (Nestler y col., 1997; Nestler, 2001; White y Kalivas, 1998). Sin embargo,
aunque este enfogque brinda un importante marco teérico basado en las alteraciones
neurobiol6gicas y conductuales inducidas por la exposicion a drogas, considera a las diferencias
intra- e inter-individuales en el desarrollo de la adiccion como artefactos del protocolo de
investigacion.

Por otro lado, el enfoque centrado en el individuo direcciona la atencion hacia las
variaciones individuales y considera que la adiccion se desarrolla en ciertos individuos cuyas
caracteristicas bioldgicas desencadenan una respuesta patologica frente a la administracion de
drogas (Piazza y Le Moal, 1996). Este enfoque destaca la importancia de que el estado
bioldgico de un individuo en conjunto con la exposicion a factores ambientales juegan un rol
clave en la vulnerabilidad al desarrollo de la adiccion y en la recaida al consumo, ya que
considera que ambos factores constituyen una importante base tanto de la etiologia como de la
patogenia de la adiccién (Deminiere y col., 1989; Piazza y Le Moal, 1998). En este contexto, la
investigacion centrada en la influencia del estrés en el consumo de drogas, por su impacto en el
estado bioldgico, forma parte del estudio de la adiccion centrado en el individuo.

En apoyo a este enfoque, estudios en modelos animales han demostrado una
significativa diferencia inter-individual en el desarrollo de la conducta de autoadministracion a
psicoestimulantes, una particular vulnerabilidad al consumo y basqueda de la droga dentro de

una cepa animal y entre diferentes cepas, y una correlacion positiva entre la conducta del animal
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y la cantidad de droga administrada durante la fase de adquisicion de la conducta (Piazza y col.,
1989). Sumado a estas evidencias, otros estudios in vivo han reportado que la exposicion a una
gran variedad de estimulos estresantes tales como el pinchazo repetido de la cola del animal, el
shock eléctrico en las patas, la deprivacion de comida, la exposicion a estrés por derrota social y
estrés prenatal, la restriccion de movimiento y el aislamiento social facilitan la adquisicion de la
conducta de autoadministracién de drogas de manera dependiente al tipo de estimulo, la
duracion e intensidad del mismo (Piazza y col., 1990; Piazza y Le Moal, 1998).

En relacién a este enfoque, maltiples estudios preclinicos, clinicos y epidemioldgicos
han propuesto que el desarrollo de adiccion estd fuertemente influenciado tanto por la
constitucion genética y el estado psicologico individual como por el contexto social en el cual
ocurre la exposicion a la droga (Kreek y col., 2005; Muller y col., 2010; Sinha, 2009; Sinha y
col., 2006; Swendsen y col., 2010). En apoyo a estas evidencias, numerosos estudios
evidenciaron una mayor prevalencia al consumo de drogas en individuos que experimentaron
situaciones estresantes a lo largo de sus vidas (Boden y col., 2012; Clark y col., 2001; Montoya
y col., 2003; Ouimette y col., 2007; Seal y col., 2007, 2009; Tuerk y col., 2009; Ullman y col.,
2013). Més aun, el hecho de que la vulnerabilidad a la recaida en individuos adictos pueda
persistir después de afios de abstinencia implica que la adiccion es causada no sélo por cambios
duraderos en la funcién cerebral como resultado del uso repetido de la droga, sino también por
el patrén genético individual y las asociaciones establecidas entre el ambiente y la
administracion de la droga (Kalivas y Volkow, 2005). Incluso, recientemente se ha publicado
que las experiencias de vida son capaces de moldear el panorama epigenético del cerebro y, por
lo tanto, pueden contribuir a la vulnerabilidad de un individuo al desarrollo de adiccion. Tal es
asi que son capaces de potenciar las alteraciones inducidas por las drogas en la expresion
genética de moléculas involucradas en los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la
transicion del uso de drogas a la adiccion (Nestler y Lischer, 2019).

Todas estas evidencias apoyan la idea de que el trastorno en el uso de sustancias
psicoactivas no es simplemente un desorden iatrogénico inducido por la ingestion crénica de
drogas, sino que las caracteristicas fenotipicas del individuo y los factores ambientales
desempefian un papel importante en la determinacion del desarrollo de esta conducta adaptativa
patoldgica (Piazza y Le Moal, 1996). De esta manera, se ha propuesto como hipoétesis central de
la adiccion que la exposicion a una amplia variedad de estimulos ambientales, interactuando con
las bases genéticas propias del individuo, determinan la respuesta inicial frente a los primeros
encuentros del individuo con la droga, mientras que las neuroadaptaciones cerebrales que
resultan de la exposicidn repetida a la droga en conjunto con dichos factores genéticos y
ambientales juegan un rol clave en el desarrollo de la adiccion (Kalivas y Volkow, 2005; Koob

y Volkow, 2010; Nestler, 2004). De este modo, podemos considerar a la adiccion a drogas como
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un desorden multifactorial en el que variables genéticas, ambientales y las experiencias previas
del individuo, como el consumo de drogas o la exposicion a eventos estresantes, interactlan
modulando la respuesta del individuo frente a las drogas e incrementando la vulnerabilidad al
desarrollo de adiccion.

A la fecha no existe un tratamiento farmacol6gico eficaz para la adiccion y menos adn
para la comorbilidad entre los trastornos de estrés y los desordenes en el uso de sustancias
psicoactivas. Por lo tanto, es sumamente importante, desde el punto de vista fisiopatoldgico,
estudiar y comprender las bases neurobioldgicas comunes de los efectos del estrés crénico y las
drogas de abuso, a fin de encontrar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la
comorbilidad entre ambos trastornos o incluso la prevencion del potencial desarrollo de adiccion
en pacientes que padecen trastornos de estres.

En el contexto de la investigacion cientifica préclinica, los modelos de estrés se basan
principalmente en la exposicion forzada a estimulos o situaciones que normalmente son evitadas
por el sujeto experimental (Lu y col., 2003; Piazza y Le Moal, 1998). Los estudios sobre la base
bioldgica de los efectos del estrés en la autoadministracion de drogas han sido dirigidos por dos
principales estrategias de investigacién complementarias.

Por un lado, una estrategia de investigacion se ha centrado en las respuestas biol6gicas
del estrés en la actividad del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) y la secrecion de
glucocorticoides proporcionando las bases neuroendocrinas de la influencia del estrés en los
efectos reforzantes de las drogas (McEwen y col., 1986; De Kloet, 1992).

Por otro lado, la estrategia de otros laboratorios se ha enfocado en los cambios
inducidos por el estrés en la actividad de los sustratos neurobiolégicos que median los efectos
reforzantes de las drogas, siendo la hipotesis subyacente que las experiencias estresantes
facilitan la autoadministracion de drogas al aumentar la actividad de estos circuitos cerebrales.
Esta investigacién se ha centrado principalmente en el estudio de la proyeccion mesencefalica
dopaminérgica al Nucleo Accumbens (NAc), la cual se considera uno de los principales
sustratos neurales que media los efectos reforzantes de las drogas de abuso (Koob y Bloom,
1988; Nestler, 1992; Robinson y Berridge, 1993; Wise, 1996).

Sobre la base de esta Gltima estrategia, estudios en modelos animales enfocados en la
influencia del estrés en el desarrollo de adiccion han centrado la atencion en el circuito
mesocorticolimbico, particularmente en la induccién de cambios neuroadaptativos en la
transmision dopaminérgica y glutamatérgica. Se ha demostrado que las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, que proyectan desde Area Tegmental Ventral (ATV) hacia
NAc y regiones corticales, parecen ser los sustratos neurobiolégicos donde hormonas como el
factor liberador de corticotrofina (CRF) y los glucocorticoides, liberadas durante eventos

estresantes, ejercen su accion aumentando la actividad de la transmisién dopaminérgica (Kalivas
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y Stewart, 1991, Piazza y Le Moal, 1998). La activacion de dicha via neural media los efectos
reforzantes de las drogas de abuso (Berridge y Robinson, 1998) y, por lo tanto, alteraciones
inducidas por estrés en este circuito han sido asociadas a la facilitacion de la conducta de
autoadministracion de drogas de abuso (Piazza y Le Moal, 1998; Koob y Bloom, 1988; Wise,
1996). De este modo, se ha propuesto que tanto el estrés como las drogas de abuso impactan
sobre sustratos neuronales comunes, lo que destaca al estrés como un importante factor de
vulnerabilidad para el desarrollo de adiccién.

Interesantemente, evidencias de nuestro y otros laboratorios han propuesto que el
incremento de la actividad dopaminérgica en NAc que subyace a la interaccion entre estrés y
drogas es un mecanismo dependiente de la actividad de la neurotransmision glutamatérgica
(Garcia-Keller y col., 2013, Pacchioni y col., 2007; Wang y col., 2005). Mé&s aun, una
desregulacion de la homeostasis de glutamato fue observada en respuesta a una sesion de estrés
y propuesta como evento clave que subyace a la facilitacion de la conducta de
autoadministracion de cocaina inducida por estrés agudo (Garcia-Keller y col., 2016). Esta
alteracion homeostéatica recapitula lo observado frente a la administracion crénica de drogas y
manifiesta el rol jugado por la glia en la regulacion de los mecanismos glutamatérgicos en NAc
(Kalivas, 2009).

Mas especificamente, a nivel molecular, se ha demostrado que la activacion de los
sistemas glutamatérgicos y dopaminérgicos, tras la exposicién a una amplia variedad de
estimulos estresantes y la administracién repetida de drogas, afecta vias de sefializacion
intracelulares especificas que promueven la alteracion en la expresién de genes dentro del
circuito de la motivacion. La alteracion en el patron de expresion de genes es responsable de las
alteraciones neuroguimicas y moleculares que constituyen lo que se conoce €OmMoO
sensibilizacion neural, la cual se traduce en alteraciones conductuales tal como el fenémeno de
sensibilizacion psicomotora (Robinson y Berridge, 1993, 2001). Dicho fenémeno ha sido
estrechamente vinculado a la autoadministracion de drogas y otras conductas adictivas
(Marinelliy col., 1998; Robinson y Berridge, 2001).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y las evidencias previas de nuestro laboratorio,
es importante destacar que esta tesis se desenvuelve en el marco de un enfoque centrado en el
individuo y sobre la base del concepto de sensibilizacion, focalizando la atencidn en el estudio
del efecto proactivo del estrés sobre los mecanismos neurobiolégicos en NAc que subyacen a la
sensibilizacion conductual a cocaina y la facilitacion de la conducta de autoadministracion de

este psicoesimulante.
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NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA

Sintesis, almacenamiento, liberacidn, recaptacion y degradacién de dopamina

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema
Nervioso Central (SNC). EI precursor metabolico de esta monoamina es el aminoacido L-
tirosina, un aminoacido aromatico captado por las neuronas gue sintetizan catecolaminas. La
tirosina hidroxilasa (TH), una enzima citosolica, es la encargada de transformar este aminoacido
en L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), siendo éste el paso limitante de la velocidad de sintesis
de las catecolaminas (Nagatsu y col., 1964; Levitt y col., 1965). Luego, por accién de la enzima
citosdlica decarboxilasa de aminoacidos aromaticos (DOPA-decarboxilasa), L-DOPA es
transformada en dopamina.

En la neurona, la actividad de la enzima TH esta regulada por el producto final de la via
biosintética, es decir por los niveles de catecolaminas presentes, por la disponibilidad del
cofactor enzimatico tetrahidrobiopterina (BH4) y por la activacion de los receptores
presindpticos D2. Una vez sintetizada, la dopamina es incorporada a las vesiculas a través de un
transportador de alta afinidad denominado transportador vesicular de monoaminas (VMAT?2).
Este transportador funciona acoplado a una bomba de protones dependiente de la hidr6lisis de
ATP (Nelson, 1998). De esta manera, el gradiente protonico transvesicular funciona como
fuerza impulsora para el almacenamiento de dopamina (Liu y Edwards, 1997). Ante la llegada
de un potencial de accion al terminal presinaptico, la despolarizacion de la membrana favorece
la apertura de canales de calcio voltaje dependientes y la entrada de iones Ca®* promueve la
fusién de las vesiculas con la membrana sinaptica, provocando la descarga del neurotransmisor
al espacio sinaptico.

Una vez liberada al espacio extracelular, la dopamina debe ser removida de la hendidura
sinaptica para detener su sefializacién. Este neurotransmisor puede ser captado por neuronas
dopaminérgicas o células gliales, mecanismo que precede a su degradacion metabolica o
reutilizacion por almacenamiento en vesiculas.

El transportador de dopamina (DAT) pertenece a la familia de los transportadores de
monoaminas y se encuentra presente en la neurona presinaptica. Posee un rol fisiolégico clave
en la inactivacion y reciclado de la dopamina liberada en la hendidura sinaptica a través del
transporte activo del neurotransmisor desde la hendidura sindptica hacia la neurona pre-
sinaptica utilizando energia de un gradiente idnico de Na*/CI (Kahlig y Galli, 2003; Nelson,
1998). Con respecto a la estequiometria de intercambio, la dopamina es cotransportada al
interior del terminal presinaptico con 2 iones de Na* y un ion CI" (Attwell y Mobbs, 1994).

Cambios en este gradiente o en la funcién del transportador alteran el mecanismo de recaptacion

-25-



Maria Paula Avalos Introduccion

produciendo efectos notables a nivel postsinaptico. La recaptacién neuronal por el DAT es
seguida por el almacenamiento en vesiculas sinapticas mediante el VMAT2, para su
reutilizacion.

La dopamina que se acumula en el citosol es degradada por la monoamino oxidasa
(MAO). La deaminacion oxidativa por MAO produce peréxido de hidrogeno y 3,4-
dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL). Este aldehido puede ser inactivado ya sea por reduccién al
alcohol 3,4-dihidroxifeniletanol (DOPET) correspondiente 0 por una mayor oxidacion al acido
carboxilico 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) por la alcohol deshidrogenasa (ADH) o la
aldehido deshidrogenasa (ALDH) respectivamente. En condiciones normales, DOPAL se oxida
predominantemente al acido carboxilico correspondiente.

Por otro lado, la dopamina también es degradada por la catecol-O metil transferasa
(COMT). La COMT transfiere grupos metilo de la S-adenosilmetionina a grupos hidroxilo de
varios compuestos que poseen grupo catecol. La 3-O-metilacion de la DOPAC por la COMT
conduce al &cido homovanilico (AHV), uno de los principales productos de degradacion de la
dopamina.

La liberacién presinaptica de dopamina esta modulada por receptores presinapticos D2
mediante un mecanismo de retroalimentacién autoinhibitorio, el cual representa un importante
proceso de control fisioldgico de la actividad de la transmision dopaminérgica (Starke y col.,
1989).

Receptores de dopamina

La dopamina activa a dos familias de receptores transmembranosos acoplados a
proteinas G, denominados receptores dopaminérgicos del grupo D1 compuesto por los subtipos
de receptores D1 y D5, y receptores dopaminérgicos del grupo D2 compuesto por los subtipos
D2, D3y D4 (Jaber y col., 1996; Seeman y van Tol, 1994).

Los receptores D1 y D2 son los mas abundantes en el cuerpo estriado dorsal y ventral,
tdlamo e hipotdlamo. Los D2 también se localizan en hipofisis. Los receptores D1 estan
acoplados a proteina excitatoria (Gs) y tras su activacion por la union de dopamina, se produce
una estimulacion de enzima adenilato ciclasa (AC) generando el incremento en los niveles de
AMP ciclico (AMPc) intracelular. Estos receptores tienen localizacién postsinaptica y en gran
medida sobre las neuronas medianas espinosas (D1-MSNs) GABAGérgicas. En contraste, los
receptores D2 se acoplan a proteina G inhibitoria (G; 0 G,) y tras la unién de dopamina inhiben
la actividad de la enzima AC, provocando la inhibicion de la formacion de AMPc y
conduciendo a la apertura de canales de potasio que provoca hiperpolarizacién de la membrana

celular, inactivacion de canales de calcio dependientes de voltaje y estimulacion de la enzima
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fosfolipasa C (PLC). Existen a su vez dos variantes de estos receptores denominados D2 que se
encuentran a nivel presinaptico sobre la neurona dopaminérgica funcionando como
autoreceptores gue regulan la liberacién de dopamina, y D2, que se ubican postsinapticamente,
particularmente sobre terminales glutamatérgicos y en gran medida sobre las neuronas
GABAérgicas D2-MSNs.

Cocaina: mecanismo de accion

La cocaina o benzoilmetilecgonina es un alcaloide natural que se extrae de las hojas de
la planta de coca (Erythroxylon coca). Este psicoestimulante es un potente inhibidor de la
recaptacion de monoaminas (principalmente dopamina) liberadas por exocitosis desde el
terminal presinaptico, ya que bloquea los transportadores de monoaminas (DAT, NET y SERT),
en mayor medida DAT, dificultando su reingreso al terminal presinaptico y produciendo un
aumento en las concentraciones de monoaminas extracelulares (dopamina, noradrenalina,
serotonina) (Ritz y col., 1987). De esta manera, al aumentar la disponibilidad de estos
neurotransmisores dentro de la hendidura sindptica, la actividad de la transmision
dopaminérgica, noradrenérgica, serotoninérgica incrementa considerablemente, ya que al no ser
recaptados los neurotransmisores contindan estimulando a la neurona postsinaptica al unirse con

sus receptores especificos (Figura 1).

Dopamina @

Cocaina
e DAT

DAT | 4 bloqueado 1)
por cocaina
Receptores -
de Dopamina ) —> 0
postsinapticos — - \
® o @
® < Neurona
® 0 e \ Postsinaptica
. @ ® ) —
Terminal o ® T
Presinaptico ) €]
@ ® e S
® o ¢ o> Intensidad
@ ) ® 1< del efecto
o ® o N
e ° T
@
@ o\
o ® © /1 @—
@ —_— 87

Figura 1. Mecanismo de accion de cocaina. Bloqueo del transportador de dopamina (DAT) presente en el terminal
dopaminérgico y estimulacion de la neurona postsinaptica al aumentar la disponibilidad de dopamina dentro de la

hendidura sinaptica.
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La cocaina se comporta como una amina simpaticomimética ya que es capaz de
mimetizar las acciones de las catecolaminas. El rol crucial del DAT en el mecanismo de accion
de cocaina fue evidenciado mediante estudios realizados con ratones genéticamente deficientes
en este transportador, los cuales demostraron que la administracion de cocaina no produce
efectos conductuales ni bioquimicos. Estos estudios sugirieron que el DAT es necesario para la
accion farmacoldgica de la cocaina ya que al bloguearlo, uniéndose de manera especifica y con
gran afinidad, inhibe la recaptacion de dopamina.

Ademas, se ha reportado que los psicoestimulantes, como la cocaina, disminuyen la tasa
de disparo de las neuronas dopaminérgicas a través de la autoinhibicion mediada por el receptor
dopaminérgico D2 localizado en el terminal presinaptico (Chen y Reith, 1994). Sin embargo, el
bloqueo de la recaptacion de dopamina supera la consecuente reduccion en la frecuencia de
disparo de las células dopaminérgicas, resultando netamente en un incremento en los niveles
extracelulares de dopamina. Este incremento de dopamina en la hendidura sinaptica genera un
marcado efecto estimulante que se traduce en euforia, aumento del estado de alerta y vigilia y
actividad motora en conjunto con una marcada estimulacion del sistema nervioso auténomo

simpatico.

Vias dopaminérgicas centrales

Las neuronas dopaminérgicas centrales estan organizadas en tres sistemas principales
(Cooper y col., 1996), tal como lo muestra la figura 2.

La via nigroestriatal, responsable de alrededor del 75% de toda la dopamina del
encéfalo, estd compuesta por los cuerpos celulares de la Sustancia Nigra (SNigra) cuyos axones
proyectan al Cuerpo Estriado dorsal a través del haz prosencefalico medial y cuya principal
funcidn es el control motor (Swerdlow y col., 1986).

La via mesocorticolimbica, cuyos cuerpos celulares se originan en el mesencéfalo,
particularmente en ATV, proyecta sus fibras por el haz prosencefalico medial y luego se divide
conformando la via mesocortical y la via mesolimbica. La via mesocortical proyecta hacia
Corteza Prefrontal (CPf), Corteza Cingulata y Corteza Entorrinal, mientras que la via
mesolimbica proyecta rostralmente hacia NAc, Tubérculo Olfatorio, Corteza Piriforme,
Amigdala e Hipotalamo lateral (Le Moal y Simon, 1991) y cuya principal funcion es el control
de las emociones, procesos cognitivos, motivacion y recompensa (Koob y col., 1994). A su vez,
CPf, Amigdala, Talamo dorsomedial e Hipocampo envian proyecciones al NAc, y éste a su vez
a ATV y al Ndcleo Ventral Palido.

El sistema tuberohipofisario, sistema neuroenddcrino constituido por neuronas cortas

localizadas en el Nucleo Arcuato del Hipotalamo (porcion ventral del Hipotalamo). Estas
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neuronas que se dirigen a la Eminencia Media y la Hipdfisis regulan algunas secreciones
hormonales como la inhibicion de la sintesis y liberacion de prolactina y estimulacion de la

liberacion de la hormona de crecimiento.
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Figura 2. Via dopaminérgica nigroestriatal (en color rojo). Via dopaminérgica mesocortical (en color azul). Via
dopaminérgica mesolimbica (en color verde). VVia dopaminérgica tuberohipofisaria (en color amarillo).

NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

El aminoacido L-glutamato es considerado el principal neurotransmisor excitatorio del
SNC, sistema en el que se distribuye de manera ubicua (Cotman y col.,, 1995). Este
neurotransmisor esta involucrado principalmente en procesos de memoria y aprendizaje ya que
media los mecanismos de potenciacién a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD) que
subyacen a ambos procesos cognitivos y ejerce un importante rol en diversos procesos
fisiologicos tales como la formacion, remodelacién y eliminacion de sinapsis, migracion
neuronal, muerte neuronal y refinamiento de las conexiones neurales (Collingridge y Lester,
1989; Fonnum, 1984; Headley y Grillner, 1990; Ottersen y Storm-Mathisen, 1984). Ademas, se
ha demostrado que el glutamato ejerce accion en érganos periféricos (Hinoi y col., 2004).
Interesantemente, ha sido propuesto como inmunotransmisor por su accidn sobre receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (iGIuRs) y metabotropicos (mGIuRs) expresados tanto en células
del SNC como en células del sistema inmune (Boldyrev y col., 2005).

Por otro lado, la mayoria de las neuronas y las células gliales, expresan receptores

glutamatérgicos en sus membranas (Hosli y Hosli, 1993; Kettenmann y col., 2011; Liu y col.,
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2016; Murugan y col., 2013; Steinhauser y Gallo, 1996). Incluso, las células gliales son capaces
de liberar glutamato al espacio extracelular por diversos mecanismos, siendo uno de los mas
frecuente la liberacion no vesicular (Kettenmann y col., 2011; Malarkey y Parpura, 2008). Asi,
no sélo las neuronas liberan y recaptan glutamato sino también las células gliales, lo que vuelve
extremadamente compleja la regulacion de los mecanismos glutamatérgicos. Estos mecanismos
estan estrictamente regulados a nivel fisiolégico y dado que la distribucion de este
neurotransmisor estad altamente compartimentalizada, su concentracion varia drasticamente
dependiendo del compartimento bioldgico que se analice (Moussawi y col., 2011a).

La concentracion media de glutamato en el cerebro, monitoreada a través de la técnica
de microdidlisis, es de 10 mM (Kvamme y col., 1985) mientras que en el liquido extracelular es
de 2-9 uM (Baker y col., 2003).

La desregulacion de los mecanismos glutamatérgicos ha sido implicada en la etiologia y
patogenia de enfermedades del SNC, incluyendo isquemia (Lipton, 1999, Small y col., 1999),
esclerosis lateral amiotrofica (Diaz-Amarilla y col., 2011; Rothstein y col., 1995a,b), Alzheimer
(Honig vy col., 2000), epilepsia y esquizofrenia (Javitt y col., 2004; Meldrum, 1994), trastornos
del espectro autista (Santoro y col., 2012), dolor neuropético cronico (Milligan y Watkins,
2009), depresion (Niciu y col., 2014) y el desarrollo de adiccion a drogas (Kalivas, 2009).

Sintesis, almacenamiento, liberacion y recaptacién de glutamato

En el cerebro, el glutamato es sintetizado en las terminales presinapticas a partir de la
glucosa y a través del ciclo de los &cidos carboxilicos (ciclo de Krebs) por la conversion de a-
oxoglutarato en glutamato bajo la accion de aminotransferasas, o de la glutamina (GIn)
sintetizada en los astrocitos que es liberada al espacio extracelular y transportada al interior de
las terminales neuronales donde es convertida en glutamato por la enzima mitocondrial
glutaminasa (Albrecht y col., 2010). El ciclo glutamato-glutamina entre astrocitos y neuronas ha
sido propuesto como la mayor via por la cual el glutamato es reciclado.

Una vez en el terminal nervioso, el glutamato es almacenado en vesiculas por el
transportador vesicular (VGLUT), una proteina multimérica compleja que funciona mediante
gradiente de protones (Albrecht y col., 2010; Takamori, 2006).

Cuando llega el impulso nervioso al terminal neuronal, el glutamato presente en las
vesiculas es liberado a la hendidura sinaptica por un mecanismo dependiente de iones Ca®*
conocido como liberacion vesicular. El glutamato liberado ejerce su accion al unirse a los
receptores glutamatérgicos presinapticos, postsinapticos y perisinapticos. Este neurotransmisor
también es liberado mediante un mecanismo no vesicular, a través del intercambiador

Cistina/Glutamato (Cis/Glu) por las células gliales, principalmente astrocitos (Kettenmann y
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col., 2011; Malarkey y Parpura, 2008). Una vez liberado al espacio extracelular, la accion del
glutamato se interrumpe por recaptacion mediada por transportadores glutamatérgicos presentes,
principalmente, en la membrana del terminal presinaptico y las células gliales (Danbolt, 2001;
Kettenmann y col., 2011; Seal y Amara, 1999) (Figura 3).

Con respecto a la glutamina, ésta se encuentra normalmente presente en el liquido
extracelular a una concentracion alrededor de 200-500 uM (Gjessing y col., 1972; Hamberger y
Nystrom, 1984). Sin embargo, no genera excitotoxicidad como el glutamato a elevadas
concentraciones ya que no es capaz de activar los receptores glutamatérgicos y actda, por tanto,
como transmisor de reserva inactivo sometido al control regulador de los astrocitos (Danbolt,
2001).
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Figura 3. Sintesis, almacenamiento, liberacion y recaptacion de glutamato. Localizacion simplificada de receptores
ionotrépicos, receptores metabotrépicos y transportadores de glutamato.
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Receptores glutamatérgicos ionotrépicos y metabotrdpicos

Estudios efectuados con agonistas y antagonistas selectivos han distinguido dos grandes
familias de receptores glutamatérgicos: ionotrépicos (iGIuRs), ligados a canales idnicos (Na* y
Ca®*, en menor medida K*) que median las respuestas excitatorias rapidas, y los metabotrépicos
(mGIuRs), asociados a proteina G, que tienen un rol modulador en la transmisién
glutamatérgica (Conn y Pin, 1997; Dingledine y col., 1999). Los receptores glutamatérgicos se
encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro y son mas abundantes en la corteza, los
nucleos de la base y las vias sensitivas.

Segun estudios farmacol6gicos y electrofisioldgicos, los receptores glutamatérgicos
ionotrdpicos se clasifican en tres subtipos: receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) y receptor kainato (KA).

Los receptores NMDA son heterdmeros, compuestos por dos tipos de subunidades NR1
y NR2, ambas con isoformas y variantes de unidn, lo que les otorga diversidad funcional en el
encéfalo. Estructuralmente son canales ionicos activados por ligando que constan de
subunidades cada una de las cuales tiene estructura “bucle-poro”.

La subunidad NR1 se expresa de forma constitutiva y las subunidades NR2A, NR2B,
NR2C y NR2D tienen funcién moduladora. Los receptores NMDA presentan caracteristicas y
propiedades farmacoldgicas especiales. Son altamente permeables al ion Ca®* y a otros cationes.
Cuando la polarizacion de la célula es normal se encuentran bloqueados por Mg* a
concentraciones fisiolégicas. Este blogueo es altamente dependiente del voltaje y se supera ante
la despolarizacion de la membrana celular.

Los receptores NMDA tienen una alta afinidad por glutamato, pero no se activan
directamente por unién del neurotransmisor a su sitio de accion. La activacion del receptor
requiere la presencia de glutamato y de un co-agonista como glicina (Danysz y Parsons, 1998) o
D-serina (Barafiano y col., 2001) cuyo sitio de uni6n al receptor es distinto que el de glutamato.
Asi, ambas localizaciones deben estar ocupadas para que el canal se abra. Cuando se activan,
cumpliendo los requisitos previamente descriptos, conducen la entrada de iones Na* y
principalmente Ca**,

Estos receptores se distribuyen ampliamente en el cerebro y se localizan a nivel
postsinaptico tanto en el espacio sindptico como extrasinaptico, y constituyen dos pools
funcionales diferentes de receptores. Numerosos estudios han demostrado la distribucion
preferencial de los receptores NMDA que contienen la subunidad NR2B en el espacio
extrasinaptico (Papouin y col., 2012; Petralia, 2012). Se ha descripto que se expresan ademas en
células gliales (Murugan y col., 2013; Verkhratsky y Kirchhoff, 2007). Estan involucrados en

excitotoxicidad, mdaltiples aspectos fisioldgicos del cerebro ya que median el potencial
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postsinaptico excitatorio lento y funciones cognitivas tales como memoria y aprendizaje por
estar implicados en plasticidad sinaptica (Bliss y Collingridge, 1993), tanto en LTP como en
LTD (Bennett, 2000, Malenka y Nicoll, 1993).

Los receptores NMDA que contienen la subunidad NR2B se encuentran presentes en
estriado y corteza, presentan cinéticas de decaimiento lentas (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004)
y una baja probabilidad de apertura comparada con los receptores que poseen la subunidad
NR2A (Brigman y col., 2010).

La mayor parte de la transmision sinaptica excitatoria rapida en el cerebro estd mediada
por los receptores ionotrépicos AMPA (Bleakman y Lodge, 1998), un proceso clave para la
funcion del encéfalo. Estos receptores se abren por la unién de glutamato a su sitio de accién en
el receptor pero tienen la particularidad de que se desensibilizan répidamente (Trussell y
Fischbach, 1989) y tienen baja afinidad por el glutamato (Patneau y Mayer, 1990).

Los receptores AMPA funcionales son tetrdmeros formados por dimeros de dimeros
(Greger y Esteban, 2007; Mano y Teichberg, 1998; Rosenmund y col., 1998). Las subunidades
que lo conforman son cuatro y se denominan desde GluR1 hasta GluR4 (Collingridge y col.,
2009), lo que les otorga diversidad funcional. Independientemente de la composicion de
subunidades que los constituyen, estos receptores son permeables a iones Na* y K*. Sin
embargo, los receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 en su estructura, se vuelven
permeables a iones Ca*, lo que le otorga importantes consecuencias funcionales tal como el
aumento de la fuerza sinaptica (Cull-Candy vy col., 2006; Isaac y col., 2007; Liu y Zukin, 2007).
Se distribuyen ampliamente en el encéfalo, se localizan a nivel postsinaptico y en células gliales
(Hosli y Hosli, 1993; Kettenmann y col., 2011; Liu y col., 2016; Murugan y col., 2013;
Steinhauser y Gallo, 1996).

El trafico de los receptores AMPA a la superficie de la membrana plasmatica neuronal
es un mecanismo importante para regular la fuerza sinaptica en procesos de plasticidad sinaptica
(Malinow yMalenka, 2002; Bredt y Nicoll, 2003; Watt y col., 2004). Estudios han demostrado
que aproximadamente el 90% de los receptores estan constituidos por las subunidades GIuR1
asociados a GIuR2 o GIuR3, siendo las subunidades GIuR1-GIluR2 las que conforman la
principal poblacion de receptores. Una menor poblacion se encuentra constituida por las
subunidades GIuR2-GIuR3, y en proporcién ain menor se encuentran los receptores
conformados por subunidad GIuR1 como homémeros. El porcentaje de receptores AMPA sin la
subunidad GIuR2 en condiciones basales constituye un 5-10%, Yy no contribuye
significativamente a la transmision sinaptica (Conrad y col., 2008).

Fisiolégicamente, el proceso de trafico de receptores es altamente dinamico y los
receptores AMPA son continuamente intercambiados desde la sinapsis (superficie de

membrana) a los pools de almacenamiento (Newpher y Ehlers, 2008; Shepherd y Huganir,
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2007; Triller y Choquet, 2003). Para asegurar una efectiva transmisién sinaptica, los receptores
AMPA se anclan en la densidad postsinaptica (PSD), una matriz densa, localizada debajo de la
membrana plasmatica y constituida principalmente por actina, proteinas de anclaje y elementos
del citoesqueleto (Lisman y Raghavachari, 2006; Newpher y Ehlers 2008; Okabe, 2007). El
numero de receptores AMPA en la sinapsis no es fijo varia de acuerdo a la actividad sinéptica,
por lo que se los relaciona con la fuerza sinaptica (Lisman y Raghavachari, 2006; Newpher y
Ehlers, 2008).

Los receptores metabotropicos (mGIUR) son receptores monoméricos acoplados a
proteina G excitatoria o inhibitoria y asociados a segundos mensajeros intracelulares (Conn y
Pin, 1997). Dentro de la familia de receptores mGIuR encontramos 8 subtipos diferentes de
receptores denominados mGIuR1-mGIuR8. Tienen la particularidad de poseer una cola N-
terminal extracelular grande, donde se encuentra el sitio de unién para el glutamato. Se
encuentran subdivididos en tres grupos de acuerdo con la estructura, homologia en la secuencia,
propiedades farmacolégicas y transduccion de sefiales (Conn y Pin, 1997; Nakanishi, 1994).
Estos receptores no solo se expresan a nivel neuronal sino que se ha demostrado que también se
expresan en células gliales (Kettenmann y col., 2011; Liu y col., 2016; Murugan y col., 2013;
Spampinato y col., 2018).

El grupo | comprende los receptores mGIluR1 y mGIuR5 acoplados a proteina G, cuya
estimulacidn activa a la enzima PLC, lo que conduce a la formacion de inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). En general la activacion de estos receptores conduce a la excitabilidad
neuronal por activacion de los receptores iGIUR (Glaum y Miller, 1993). La localizacion de este
tipo de receptores pareceria estar restringida al terminal postsinaptico (Shigemoto y col., 1997)
en la perisinapsis (Baude y col., 1993; Nusser y col., 1994; Lujan y col., 1996, 1997), aunque se
ha sugerido que también podrian estar en la presinapsis (Ottersen y Landsend, 1997). La
activacion de estos receptores al estimular PLC, llevan a la liberacion de iones Ca®* desde el
reticulo endoplasmatico al citosol, aumentando la concentracion citosdlica de iones Ca®, el
DAG activa la proteina quinasa C (PKC) que modula los canales de calcio voltaje dependientes
y disminuye la conductancia de los canales de potasio generando repolarizacion lenta
(Francesconi y Duvoisin, 2000; Lesage y Steckler, 2010).

El grupo Il comprende los receptores mGIuR2 y mGIuR3, mientras que el grupo Il
comprende los receptores mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8, ambos grupos se encuentran
acoplados a proteinas G inhibitoria (Gi/G,) e inhiben la accion de la enzima AC lo que
disminuye la formacién de AMPc (Malherbe y col., 1999). Sin embargo, la potente accién de
glutamato sobre los receptores del grupo I, que generalmente se activan en el rango de 0,3-20
UM de glutamato en comparacion con el resto de los mGIuR que se activan a concentraciones

superiores, y su ubicacion en la perisinapsis del terminal glutamatérgico, le otorgan relevancia
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funcional en la regulacién de los niveles extracelulares de glutamato (Cartmell y Schoepp,
2000).

Los mGIuR2 y mGIuR3 se encuentran principalmente ubicados en las neuronas
presindpticas glutamatérgicas, donde actlan como autoreceptores inhibitorios modulando
negativamente la liberacidn sinaptica de glutamato (Shigemoto y col., 1997). Sin embargo,
también existen estudios que reportan su expresion en la membrana postsinaptica (Petralia y
col., 1996). EI mecanismo por el cual ejercen su efecto inhibitorio se debe a la potenciacién de
la accion de los canales de potasio presinapticos y supresion de la accidn de los canales de
calcio voltaje dependientes que intervienen directamente en la exocitosis de neurotransmisores
(Conny Pin, 1997; Ferraguti y Shigemoto, 2006; Kew y Kemp, 2005).

Ademés de estar expresados en las neuronas, los receptores mGIUR3 se encuentran
altamente expresados en las células gliales (Mineff y Valtschanoff, 1999; Ohishi y col., 1993,
1994; Tamaru y col., 2001), y dada la importante contribucién de la glia en la recaptacion y
sintesis de glutamato, es probable que la activacién de estos receptores dé lugar a importantes
efectos funcionales, sobretodo en la comunicacion neurona-glia (Winder y Conn, 1996).

El grupo Ill se encuentra predominantemente en neuronas presinapticas como
autoreceptores suprimiendo la transmision excitatoria (Conn y Pin, 1997; Shigemoto y col.,
1997).

La activacién de los mGIuR mediante la estimulacion de aferentes glutamatérgicos o la
aplicacién exdgena de agonistas de los mGIuR da lugar a acciones amplias y diversas sobre la
excitabilidad neuronal mediante la modulacién de una variedad de canales i6nicos dependientes
e independientes del voltaje (Conn y Pin, 1997; Gerber y Gahwiler, 1994; Westbrook y col.,
1993), por lo que juegan un rol importante a nivel de potenciales postsindpticos excitatorios o

inhibitorios.

Intercambiador Cistina/Glutamato

El intercambiador Cis/Glu, también conocido como sistema Xc’, es un sistema de
transporte presente en la membrana plasmatica responsable de internalizar cistina a la célula y
liberar glutamato al medio en relacion estequiométrica 1:1 (McBean, 2002) mediante un
mecanismo independiente de Na* y ATP (Danbolt, 2001). Como se observa en la figura 3, se
encuentra predominantemente expresado en células gliales junto con otros transportadores
glutamatérgicos (Kettenmann y col., 2011; Malarkey y Parpura, 2008). Es el principal regulador
de la concentracién de glutamato extrasinaptico en el SNC. Particularmente en NAc core, el
60% del glutamato basal extracelular deriva constitutivamente del intercambiador Cis/Glu
(Baker y col., 2002).
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Este intercambiador, altamente expresado en el cerebro, esta compuesto por dos
subunidades, una subunidad catalitica de cadena liviana XCT y otra de cadena pesada
glicoproteica (4F2hc) (Sato y col., 1999). La cistina (Cis-S-S-Cis) incorporada a la célula por
este intercambiador es un precursor en la sintesis de glutation (GSH), el cual juega un rol
critico en las respuestas contra el estrés oxidativo (Griffith, 1999; Sato y col., 2002). El sistema
Xc regula el estado redox de la célula al desplazar a la cistina oxidada (Cis-S-S-Cis) a un estado
reducido (Cis-SH). Dado que la cistina es un aminoacido clave en la biosintesis de glutation y el
glutamato es el neurotrasmisor excitatorio por excelencia del cerebro y uno de los mas
abundantes, el sistema Xc™ juega un papel crucial no solo en la defensa antioxidante sino
también en la sefalizacion glutamatérgica. Por otro lado, es importante destacar que el sistema
Xc trabaja en concierto con los transportadores de glutamato. De esta manera, el glutamato
liberado por el intercambiador Cis/Glu es recaptado luego por los transportadores de glutamato.
A su vez, la cistina que ingresa a la célula por el intercambio con glutamato, favorece la sintesis
de GSH en cada ciclo de intercambio cistina-glutamato.

En el campo de la adiccion a drogas, el rol del intercambiador Cis/Glu cobra relevancia
ya que, en modelos animales, se ha demostrado una reduccion de los niveles proteicos de la
subunidad catalitica XCT y la funcionalidad del intercambiador en NAc core tras la
administracién cronica de cocaina o nicotina (Baker y col., 2003; Kalivas, 2009; Knackstedt y
col., 2010; Tranthan-Davidson y col., 2012). Consistentemente, tras la administracién crénica
de cocaina se observo una disminucién de los niveles basales extracelulares de glutamato en
NAc core monitoreados mediante la técnica de microdialisis in vivo a través del método de no
net flux (Knackstedt y col., 2010; Tranthan-Davidson y col., 2012).

Transportadores de glutamato

Si bien el glutamato cumple importantes funciones fisiol6gicas, concentraciones
elevadas a nivel extracelular pueden resultar neurotdxicas. Considerando las enormes cantidades
de glutamato en el cerebro, este érgano requiere potentes sistemas de proteccién. Debido a que
no existe una conversion extracelular de glutamato significativa, el tejido cerebral requiere una
importante actividad de captacion de glutamato para protegerse contra la toxicidad del
glutamato. Uno de los mecanismos involucrados en remover el glutamato libre del espacio
sinaptico y encargado de mantener constantemente las concentraciones extracelulares en niveles
Optimos es la recaptacién de glutamato mediante transportadores, los cuales se expresan en
células gliales y neuronas (Danbolt, 2001). Estos transportadores mantienen un control riguroso
sobre la sefial glutamatérgica sinaptica para limitar el dafio por excitotoxicidad y la activacion

sostenida de receptores glutamatérgicos iGIUR y mGIuR (Bergles y col., 1999).
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Los transportadores dependientes de iones Na'/K* de alta afinidad por glutamato y
aspartato constituyen la familia de transportadores solute carrier 1 (SLCL), la cual se encuentra
conformada por cinco miembros de transportadores de amino acidos excitatorios (EAAT)
denominados EAAT1/GLAST/slcla3, EAAT2/GLT-1/slcla2, EAAT3/EAACI1/sIclal,
EAAT4/sIclab y EAATS/sIcla7 (Beart y O'Shea, 2007; Danbolt, 2001; Danbolt y col., 2016;
Kanai y Hediger, 2004; Zhou y Danbolt, 2013). EI L-glutamato y el DL-aspartato se transportan
con afinidades similares, mientras que el D-glutamato no es transportado por estos
transportadores (Danbolt y col.,, 2016). Los transportadores utilizan los gradientes
electroquimicos de iones Na*, K* y H" como fuentes impulsoras para el proceso de transporte
(Billups y col., 1996; Zerangue y Kavanaugh, 1996; Levy y col., 1998). Con respecto a la
estequiometria de transporte, se ha reportado que los EAAT catalizan el transporte de una
molécula de sustrato junto con 1H* y 3Na* hacia el interior de la célula acoplado al contra-
transporte de 1K™ hacia el espacio extracelular (Danbolt y col., 2016).

EAAT1 y EAAT2, generalmente llamados GLAST y GLT-1 respectivamente, se
expresan predominantemente en astrocitos, cuyos procesos rodean las sinapsis glutamatérgicas.
Estos transportadores se localizan en los procesos astrogliales, vecinos a la hendidura sinaptica,
donde son los responsables de remover inmediatamente el 90-94% del glutamato liberado en el
cerebro de mamiferos (Rothstein, 1995b, 1996; Danbolt, 2001; Mitani y Tanaka, 2003). Los
EAAT3-5 tienen una distribucién anatémica diferente, se expresan en las neuronas (Amara y
Fontana, 2002) y su contribucién a la recaptacion de glutamato es menor debido a sus bajos
niveles de expresion (Holmseth y col., 2012).

El GLT-1 es el principal transportador de glutamato del cerebro anterior. Se demostr6
gue EAAT?2 representa el 1% del total de proteina del cerebro anterior (Lehre y Danbolt, 1998).
Esta presente en la mayoria (sino en todos) los astrocitos de la neocorteza, estriado y tdlamo, asi
como en los astrocitos de la materia blanca (Lehre y col., 1995). Practicamente su expresion es
dominante en el SNC excepto en regiones donde predomina GLAST como en retina (Rauen y
col., 1999), cerebelo (Lehre y Danbolt, 1998), 6rganos circunventriculares (Berger y Hediger,
2000), en astrocitos y principalmente en oligodendrocitos de la materia blanca (Danbolt, 2001;
Matute, 2011). Tanto GLT-1 como GLAST se expresan generalmente en los mismos astrocitos
pero en diferentes proporciones en diferentes areas cerebrales (Danbolt, 2001).

Los valores en Km (constante de afinidad) reportados para el transporte de L-glutamato
por EAAT1 suelen estar en el rango 7-20 uM (Arriza y col., 1994; Wadiche y Kavanaugh,
1998; Klockner y col., 1993). Los valores correspondientes para EAAT2 y EAAT3 son,
respectivamente, 12-18 UM (Arriza y col., 1994; Levy y col., 1998; Bergles y col., 2002) y 8-30
MM (Arriza y col., 1994; Kanai y col., 1994; Kanai y Hediger, 1992; Grewer y col., 2000).

EAAT4 tiene la mayor afinidad con valores de Km en el rango de 0,6-3,3 uM (Fairman y col.,
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1995; Lin y col., 1998; Koch y col., 2007), mientras que EAATS5 tiene la menor afinidad con
valores de Km en el rango de 61-63 uM (Gameiro y col., 2011; Schneider y col., 2014).

El estudio del transportador GLT-1 cobra relevancia ya que su alteracion ha sido
asociada a neuropatologias en modelos animales como epilepsia (Petr y col., 2015; Tanaka y
col., 1997), enfermedades neurodegenerativas como esclerosis lateral amiotréfica (Rothestein y
col., 1995), isquemia cerebral (Chen y col., 2005; Rao y col., 2001), depresion (Rappeneau y
col., 2016) y adiccién (Kalivas, 2009). Especificamente, se ha demostrado una disminuida
expresion de GLT-1 en NAc core en modelos animales con historia previa de
autoadministracion crénica de cocaina, nicotina y heroina (Knackstedt y col., 2010; Gipson y
col., 2013; Shen y col., 2011), alteracién que conduce a una desregulacion de la homeostasis
glutamatérgica (Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012; Gipson y col., 2013).

Glutamato en el Sistema Nervioso

Las vias nerviosas que utilizan glutamato son numerosas: a) vias descendentes largas
que se originan en las células piramidales de la corteza y proyectan al estriado, sistema limbico,
diencéfalo y estructuras del tronco cerebral; b) vias sensoriales aferentes, auditivas y periféricas
que penetran el asta posterior de la médula espinal, c) vias de proyeccion del hipocampo al
septum, neuronas intraestriatales e intrahipocampicas, y d) interneuronas de la médula espinal.

Algunas de estas proyecciones se encuentran diagramadas en la figura 4.

Figura 4. Aferentes glutamatérgicos a NAc involucrados en conductas adictivas. Imagen adaptada de Gipson y col.,
2014. PL: Corteza Prefrontal prelimbica, IL: Corteza Prefrontal infralimbica, BLA: Amigdala basolateral, HIPv:
Hipocampo ventral y ATV: Area Tegmental Ventral.
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CELULAS GLIALES

Las células gliales ejercen un rol critico en la regulacién de la actividad neuronal.
Particularmente, la contribucién de astrocitos al control de la actividad sinaptica ha sido
ampliamente estudiada. En los Gltimos afios, estudios emergentes sefialan la participacion activa
de la microglia en el control de la actividad neuronal (Béchade y col., 2013). No obstante,
existen otras células gliales, los oligodendrocitos, que si bien contribuyen a la regulacion de la

funcion neuronal, su estudio esta fuera del alcance de esta tesis.

Astrocitos

Los astrocitos son las principales células no neuronales del SNC, cuyo nimero supera al
de las propias neuronas en una proporcién diez a uno (10:1). Constituyen mas del 50% de las
células del SNC (Liu y col., 2011). Fisiolégicamente, estas células tienen una morfologia
estrellada con un cuerpo celular central y poseen largos procesos que se extienden en todas sus
direcciones. Aunque no estan equipados con la maquinaria celular necesaria para generar
potenciales de accion, los astrocitos exhiben, si bien a una escala temporal més lenta que las
neuronas, cambios en sus propiedades eléctricas basadas en variaciones de la concentracién
citoplasmatica de iones Ca?*, las cuales son esenciales para la actividad neuronal normal (Perea
y col., 2009).

Los astrocitos tienen una funcién mucho mas amplia que la de servir de apoyo a las
neuronas del cerebro, ya que tienen funciones especializadas en la induccion y regulacién de la
barrera hematoencefalica (BHE), protegen a las neuronas contra los excesos de los
neurotransmisores, promueven la plasticidad sinaptica, coordinan la actividad neuronal
mediante la comunicacion directa con las neuronas, regulan el metabolismo energético y redox,
y participan en diversos procesos de sefializacion ya que responden a sefiales quimicas
procedentes tanto de las neuronas como de los astrocitos vecinos y la microglia (Bezzi y
Volterra, 2001; Magistretti, 2006; Middeldorp y Hol, 2011; Perea y Araque, 2007).

Un componente clave del citoesqueleto del astrocito es la proteina acida fibrilar glial
(GFAP). Clasicamente, GFAP es un marcador de astrocitos, cuya expresion se altera ante
envejecimiento, situaciones estresantes, injuria cerebral o neurodegeneracion. El incremento de
su nivel de expresion ha sido asociado a la activacion astroglial.

La mayoria de los estudios, utilizan anticuerpos anti-GFAP para visualizar los
astrocitos. Generalmente, la inmunotincion de GFAP expone las células con una morfologia
estelar, caracteristica de los astrocitos diferenciados. GFAP en los astrocitos ha sido asociada a

numerosas funciones tales como exocitosis, migracion, proliferacion, funcionamiento de la
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barrera hematoencefalica, plasticidad sinaptica, mielinizacion, proteccion ante lesiones,
autofagia, sefializacién en vias de transduccion de sefial de crecimiento de las neuronas e
interaccién neurona/glia (Middeldorp y Hol, 2011).

Los astrocitos expresan en su membrana transportadores de neurotransmisores como
glutamato (Anderson y Swanson, 2000), GABA (Schousboe, 2000) y glicina (Jursky y Nelson,
1996). La captacion de los transmisores no sélo es necesaria para regular y modular la
transmision sindptica, sino que este proceso forma parte del ciclo que proporciona a los
terminales presinapticos una fuente renovable de estos transmisores.

En los ultimos afios se ha establecido que el GFAP desempefia un papel fundamental en
la modulacion de los niveles y la funcién de los transportadores de glutamato astrocitico y
neuronal. En preparaciones sinaptosémicas corticales e hipocampales de ratones adultos
knockout GFAP-/- se encontré una reduccion de la captacion de glutamato junto a una
reduccion de la actividad de transporte de glutamato, observandose que tanto los subtipos de
transportador astrociticos (EAAT1/GLAST) como los neuronales (EAAT3/EAACL) se
redujeron ante la ausencia de GFAP (Middeldorp y Hol, 2011). Ademas, en astrocitos corticales
se demostré que ante la ausencia de GFAP el transportador de glutamato EAAT2 (GLT-1) no se
transportaba a la membrana plasmética de la célula (Hughes y col., 2004).

Los astrocitos interactian con las neuronas en multiples escalas espaciales y temporales.
En el SNC, estas células gliales ocupan territorios espaciales no superpuestos en los que un sélo
astrocito extiende miles de procesos membranosos finos, muchos de los cuales entran en
contacto con multiples somas neuronales y las sinapsis (Bushong y col., 2002; Halassa y col.,
2007) para proporcionar apoyo metabélico y mantener la integridad de la comunicacion
neuronal (Parpura y Verkhratsky, 2013).

Los procesos de cada astrocito entran en contacto con decenas de miles de sinapsis
(Ventura y Harris, 1999) formando una estructura conocida como sinapsis tripartita que denota
la estrecha relacion estructural y funcional entre el astrocito y los terminales pre y postsinapticos
(Araque y col., 1999; Perea y col., 2009).

Los astrocitos estdn intima y estratégicamente asociados con la microvasculatura
cerebral, sobre la que se extienden varios procesos finales (Simard y col., 2003), caracteristica
que le otorga una importante funcién a nivel metabdlico ya que vinculan a las neuronas con el
suministro vascular de glucosa (Parpura y Verkhratsky, 2013). Estas células gliales expresan,
ademas, transportadores que median la captacion de glucosa de los microvasos cerebrales.

Una importante caracteristica estructural y de sefializacion de los astrocitos es que a
diferencia de las neuronas y la microglia, los astrocitos se conectan entre si mediante proteinas
de unién gap junction (Theis y col., 2005), lo que les permite formar un conjunto de células

interconectadas con alta capacidad funcional (Zorec y col., 2012). Este acoplamiento
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intercelular permite la difusién de iones Ca*" y otras pequefias moléculas como glucosa o
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) entre células adyacentes de la red de astrocitos (Rouach y col.,
2008), generando un profundo impacto en la actividad y el metabolismo neuronal.

En condiciones de alta actividad neuronal y bajo suministro metabolico, el acoplamiento
metabolico astrocitico es esencial para mantener la transmision sinaptica glutamatérgica.
Después de su absorcion por los astrocitos, la glucosa se almacena como glucdgeno o se
metaboliza en lactato (Tsacopoulos y Magistretti, 1996). El metabolismo del glucdgeno
astrocitico esta regulado por mecanismos neuronales. La relacion metabolica entre las neuronas
y los astrocitos es un proceso muy dinamico. El metabolismo de los astrocitos opera a través de
la generacion de trifosfato de adenosina (ATP) a partir de la glucdlisis, cuyo subproducto es el
lactato (Turner y Adamson, 2011), el cual es liberado en el espacio extracelular, donde es
absorbido por las neuronas (Sorg y Magistretti, 1991). El lactato sirve como un componente
clave del ciclo metabdlico neuronal utilizado para generar el ATP que sirve a las demandas de
energia de la transmision sinaptica (Turner y Adamson, 2011).

Curiosamente, los astrocitos son también un componente importante del sistema de
sefializacién neuroinmune del cerebro (Farina y col., 2007). Los astrocitos expresan multiples
receptores inmunes, particularmente receptores de citoquinas, que les permiten participar en los
procesos inmunoldgicos (Jensen y col., 2013). Asi, en respuesta a una lesion u otros estimulos
perjudiciales para el tejido cerebral, los astrocitos experimentan un proceso de activacion o
gliosis reactiva que permite limitar el dafio a los tejidos (Pekny y Pekna, 2014), pueden secretar
una variedad de moléculas de sefializacién neuroinflamatoria (Lau y Yu, 2001), reclutar células
microgliales al sitio de lesién y participar en la regulacién del trafico de células inmunes al SNC
desde los vasos sanguineos (Tian y col., 2012).

Aparte del rol de los astrocitos a nivel metabolico y neuroinmune, otra de sus
principales funciones es la de preservar la homeostasis del espacio extracelular al controlar los
niveles de iones K* y glutamato (Parpura y Verkhratsky, 2013), por lo que el acoplamiento entre
astrocitos y su accién en concierto en una region concreta del cerebro también favorece el
control del medio quimico en que acttan las neuronas.

El glutamato extracelular puede activar los receptores glutamatérgicos astrociticos
(Mayhew y col., 2015; Spampinato y col., 2018). Asi, los astrocitos son capaces de responder a
la actividad sinaptica cercana con una elevacion de los niveles de iones Ca®* intracelulares y
establecer una intima comunicacion bidireccional con las sinapsis, ya que pueden activar
directamente los receptores neuronales mediante la liberacion estrictamente regulada de
gliotransmisores (Haydon, 2001; Volterra y Meldolesi, 2005).

El término gliotransmisores involucra a transmisores quimicos liberados desde las

células gliales mediante diferentes mecanismos, proceso denominado gliotransmision. Este

-41-



Maria Paula Avalos Introduccion

proceso incluye los transmisores clasicos como glutamato, péptidos, ATP, D-serina,
quimiocinas y citoquinas (Halassa y Haydon, 2010; Santello y col., 2012; Volterra y Bezzi,
2002).

El acoplamiento intercelular de astrocitos permite la propagacion de aumentos
transitorios en la concentracion intracelular de iones Ca?*, a través de las células conectadas,
fendmeno que se denomina ondas de calcio, las cuales desempefiarian un rol clave en la
iniciacion de la gliotransmisién organizada con el fin de sincronizar los patrones de disparo
neuronal (Poskanzer y Yuste, 2011). Asi, un s6lo astrocito puede sincronizar un grupo de
neuronas con las que entra en contacto mediante la gliotransmision glutamatérgica (Halassa y
col., 2007), informacion que se propaga, incluso a distancias significativas, mediante ondas de
calcio en la red de astrocitos (Perea y col., 2009). Estas ondas de calcio en astrocitos son
capaces de desencadenar una respuesta de activacion y quimioatraccion de la microglia
(Davalos y col., 2005; Liuy col., 2011; Schipke y col., 2002; Sieger y col., 2012), posiblemente
como mecanismo para "notificar" a la microglia local y distante, la magnitud de la
desregulacion de la transmision de glutamato permitiendo su réapida respuesta si las
concentraciones se acercan a los umbrales toxicos.

Importantemente, la gliotransmision glutamatérgica regulada por los niveles de iones
Ca”" intracelulares se dirige a los receptores neuronales extrasinapticos NMDA que contienen la
subunidad NR2B, lo que da lugar a cambios en la excitabilidad neuronal y a la modulacién de la
transmision sindptica (Halassa y Haydon, 2010).

Particularmente, la gliotransmisién glutamatérgica ha recibido una atencion especial, ya
gue por un lado, los astrocitos juegan un papel central en la transmision sinaptica glutamatérgica
al ser el Unico suministro de glutamina, precursor en la sintesis del glutamato, a las neuronas
(Albrecht y col., 2010; Parpura y Verkhratsky, 2013) y, por otro lado, estan vinculados a la
regulacion de la transmision sinaptica excitadora y la plasticidad sinaptica (Santello y col.,
2012).

La importancia de los astrocitos para mantener los niveles de glutamato extracelulares
dentro de los limites fisiologicos se pone de manifiesto en numerosas investigaciones de
excitotoxicidad, epilepsia y neurodegeneracion (Danbolt y col., 2016; Mahmoud y col., 2019;
Petr y col., 2015; Rothstein y col., 1996). Los astrocitos regulan estrictamente los niveles de
glutamato sinaptico y no sinaptico a través de la liberacion coordinada y la captacion de
glutamato (Moussawi y col., 201la; Parpura y Verkhratsky 2013) mediante diversos
mecanismos (Malarkey y Parpura, 2008). Entre ellos, el intercambio de glutamato que se
produce por medio del antiporter Cis-Glu (Xc’) y los transportadores de glutamato gliales
dependientes de Na®, en particular GLT-1, han sido ampliamente estudiados en modelos de

adiccion, siendo los mecanismos claves que favorecen la desregulaciéon de la homeostasis de
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glutamato en NAc core tras la exposicion repetida a drogas de abuso (Kalivas, 2009). Estos
estudios demostraron que la administracion sistémica de N-acetilcisteina (NAC), una droga gque
mimetiza la accion de la cistina endégena activando el sistema Xc™ y aumentando el glutamato
extracelular, evitd la reinstalacion de la conducta de busqueda de cocaina en animales
previamente expuestos a la droga que habian sido sometidos a un protocolo de extincién de la
conducta de autoadministracion (Baker y col., 2003). Dicho mecanismo estaria intimamente
asociado a la regulacion de los niveles de GLT-1 (Reissner y col., 2015). A través de estos
mecanismos de liberacion y recaptacion de glutamato glial, se ha reportado que los astrocitos

regulan la plasticidad sindptica en NAc que subyace a las conductas adictivas (Kalivas, 2009).

Microglia

Las células microgliales representan el 10-20% del total de células del parénquima
cerebral y son menos numerosas en la materia blanca que en la materia gris (Lynch, 2009).
Estas células inmunocompetentes, conocidas como los macréfagos residentes del SNC,
constituyen el sistema inmune innato y son consideradas la principal linea de defensa contra
patdgenos u otras alteraciones del tejido cerebral (Kreutzberg, 1996).

Aunque existen evidencias minoritarias basadas en experimentos in vitro que postulan
gue la microglia tendria origen neuroectodérmico (Fedoroff, 1995), actualmente se sabe que, de
manera similar a los macr6fagos, derivan de células precursoras mesodérmicas embrionarias
(Kettenmann y col., 2011). De hecho, estan relacionadas genéticamente con células de linaje
fagocitario mononuclear, a diferencia de todos los demas tipos de células del SNC (Hickey y
col., 1992; Ling y Wong, 1993). Una de las evidencias que apoya este origen demuestra que la
microglia comparte los marcadores fenotipicos de los monocitos y macr6fagos, muchos de los
cuales son antigenos de superficie con importantes propiedades funcionales (McGeer y McGeer,
1995).

La microglia expresa una gran variedad de receptores, entre los que se encuentran
receptores para la mayoria de los neurotransmisores tales como glutamato, GABA, acetilcolina,
dopamina, noradrenalina, receptores para moduladores de la transmision nerviosa como
cannabinoides y opioides, receptores de patrones moleculares asociados a patégenos o a dafios
(PAMPs/DAMPs) y tipo Toll (ejemplo; TLR2 y TLR4), receptores purinérgicos, receptores de
glucocorticoides y mineralocorticoides, receptores de neurotrofinas, citoquinas, quemoquinas,
complemento y factor estimulante de colonia de macréfagos (Kettenmann y col., 2011). Este
variado repertorio de receptores le otorga una gran diversidad funcional.

Su capacidad para responder rapidamente a una variedad de moléculas de sefializacion,

incluso selectivamente a las moléculas que intervienen en la neurotransmision, les permite, en
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su estado ramificado de "reposo”, vigilar continuamente la integridad fisiolégica de su
microambiente y reaccionar inmediatamente en caso de detectar perturbaciones en el medio
(Davalos y col., 2005). Esto sugiere que su aparente estado quiescente no es un estado estatico
sino que representa un estado de alerta inmunolégica ante los cambios en su medio extracelular
(Kreutzberg, 1996), el cual se acompafia fisiolégicamente de un remodelamiento estructural
dindmico, sin traslacion del cuerpo celular, que favorece la extension y retraccion de sus
procesos para monitorear constantemente el entorno sin perturbar los circuitos neuronales
(Walker y col., 2013, 2014).

Por otro lado, la microglia puede exhibir otro patron de movimiento con capacidad de
migracion dentro del tejido cerebral. La migracion celular juega un papel central en muchos
procesos fisioldgicos y fisiopatologicos. Asi, la migracion se produce durante el desarrollo, o
después de un insulto patologico cuando estas células se “activan” volviéndose ameboides y
adquieren capacidad para migrar al sitio de la lesion.

Una de las propiedades mas intrigantes de la microglia es que poseen independencia
fisica, es decir que no estan permanentemente en contacto unas con otras, lo que les proporciona
una excelente estrategia para maximizar la eficiencia con la que realizan su funcion de sensar el
microambiente que las rodea (Jinno y col., 2007). Esta caracteristica las distingue de las
neuronas, que estan ampliamente vinculadas mediante sinapsis electroquimicas, y de los
astrocitos, que si bien poseen dominios discretos, exhiben una amplia conexion con otros
astrocitos mediante conexinas y con la vasculatura (Bushong y col., 2002; Graeber, 2010).

Fisioldgicamente, la microglia tiene un rol critico en la formacion de las sinapsis y en su
eliminacion dependiente de la actividad neuronal (Kettenmann y col., 2011). Asi por ejemplo,
se ha reportado que estas células estan involucradas en la eliminacion de las sinapsis durante el
desarrollo (Stevens y col., 2007; Paolicelli y col., 2011), en el proceso de pruning de las
sinapsis en el cerebro postnatal (Kettenmann y col., 2011) y pueden modular activamente las
funciones neuronales, incluyendo el aprendizaje y la memoria (Delpech y col., 2015; Blank y
Prinz, 2013).

En condiciones fisioldgicas los procesos microgliales entran en contacto fisico con los
elementos sinapticos (Tremblay y col., 2010, 2011; Schafer y col., 2012; Wake y col., 2009), lo
que permite una importante comunicacion directa neurona-microglia y un control preciso de la
funcidn sindptica, siendo la integridad de la sefializacion microglial un factor crucial para la
homeostasis de la neurotransmision (Costello y col., 2011; Kierdorf y Prinz, 2013). Un ejemplo
de la interacciéon neurona-microglia lo proporciona un estudio realizado con ratones que tienen
deficiencia de CD200. CD200R es una proteina de membrana expresada exclusivamente por la
microglia. Su ligando, CD200, se expresa en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos (Costello y

col., 2011). Otro ejemplo es la interaccion entre la quimiocina neuronal fractalquina (CX3CL1)
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y CX3CR1, el receptor microglial de esta quimiocina. Esta expresion complementaria de
ligando y receptor en las neuronas y la microglia respectivamente, sugiere que su interaccién
puede desempefiar un papel en la modulacién de la neurotransmision (Kierdorf y Prinz, 2013).

La microglia produce un amplio espectro de moléculas de sefializacién que modulan la
actividad sinaptica y la plasticidad neuronal. Entre ellas se incluyen el ATP (Pascual y col.,
2012), los neurotransmisores (Piani y Fontana, 1994; Hayashi y col., 2006; Flierl y col., 2007;
Pascual y col., 2012), las proteinas de la matriz extracelular (MEC; Chamak y col., 1994) que
ampliaron el concepto de sinapsis tripartita a cuatripartita (Dityatev y Rusakov, 2011), y las
citoquinas (Elkabes y col., 1996; Hanisch, 2002) que pueden actuar autcrinamente (Sternberg,
2006) y entre las cuales el TNF-o. merece una atencion especial. Se ha demostrado que esta
citoquina proinflamatoria controla las funciones sinapticas basales (Santello y col., 2011), asi
como la plasticidad sinaptica (Stellwagen y Malenka, 2006; Kaneko y col., 2008; Costello y
col., 2011; Santello y col, 2011) y regula la expresion astroglial del transportador de glutamato
GLT-1 (Carmen y col., 2009; Tilleux y Hermans, 2007; Tolosa y col., 2011).

Particularmente, las células microgliales tienen una importante participacion en la
neurotransmisiéon glutamatérgica. Frente a ciertas condiciones y estimulos pueden expresar el
intercambiador Xc™ (Barger y col., 2007; Piani y col., 1992; Quin y col., 2006). Ademas, si bien
expresan transportadores de glutamato como GLT-1, solo se encargan del 10% de la recaptacion
de glutamato mientras que su expresion se exacerba en condiciones patolégicas (Kettenmann y
col., 2011), lo que denota que las células microgliales sirven como sistema de respaldo frente a
alteraciones en la transmisién glutamatérgica, mientras que la principal contribucion a la
recaptaciéon de glutamato la ejercen los astrocitos (Liang y col., 2008; Danbolt y col., 2016;
Zhang y col., 2011).

En conjunto, la microglia y los astrocitos interactlan con las sinapsis neuronales para
regular la transmision sinaptica. Por lo tanto, alteraciones en el funcionamiento glial podrian

desencadenar cambios en el funcionamiento neuronal.

Marcadores fenotipicos

La identificacién de marcadores especificos de la microglia resulta sumamente valiosa
para evaluar sus distintas contribuciones a la homeostasis cerebral. Existe una gran variedad de
marcadores de la microglia. Entre los mas destacados, la microglia expresa el receptor CSF-1
(CSF-1R también llamado CD115), el receptor de fractalquina (CX3CR1), las glicoproteinas
F4/80 y CD68, la integrina CD11b y la proteina Iba-1.

El nivel de expresion de muchas de estas moléculas, como por ejemplo CD11b o Iba-1,

aumenta en funcién de la activacion microglial (Ito y col., 1998, 2001; Morrison y Filosa,
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2013). Por otro lado, las estructuras del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1l
(MHCII), junto con moléculas accesorias para la presentacion de antigenos (CD80/86), s6lo son
expresadas por la microglia activada (Zhang y col., 2002).

Iba-1, involucrada en la homeostasis de iones Ca*, se utiliza a menudo como marcador
de la microglia por ser muy atil para visualizar con detalle los procesos microgliales
(Kettenmann y col., 2011).

En condiciones fisioldgicas, las células microgliales expresan niveles de CD45 mucho
més bajos (CD45"", microglia en parénquima cerebral) o intermedio (CD45™, otros macréfagos
asociados al SNC) en comparacion a los altos niveles expresados por los macréfagos (CD45™").
Asi, la separacion de poblaciones en CD11b* CD45"" y CD11b* CD45™®", por ejemplo, en los
analisis de citometria de flujo, pueden utilizarse para diferenciar la microglia del parénquima

cerebral de los macrdfagos infiltrantes (Kettenmann y col., 2011; Kreutzberg, 1996).

Activacion de la microglia

Durante décadas, el cerebro ha sido considerado un "6rgano inmuno-privilegiado", el
cual no era susceptible ni contribuia a la inflamacion (Zipp y Aktas, 2006). Actualmente,
estudios bioquimicos del tejido nervioso bajo diversas circunstancias fisiologicas y patologicas
han revelado que la inflamacion del SNC constituye la principal defensa del huésped contra las
lesiones e infecciones cerebrales. En contraste con la rapida y masiva invasién de leucocitos y el
edema que se observan en los tejidos periféricos, a nivel central la respuesta neuroinflamatoria
tiene caracteristicas distintivas, como el reclutamiento y la inmediata activacion de las células
inmunes residentes, la microglia (Lucas y col., 2006).

Una gran variedad de patologias cerebrales han sido asociadas a la activacion
microglial temprana entre ellas la encefalitis autoinmune (Matsumoto y col., 1992), autismo y
esquizofrenia (Gupta y col., 2014; Sekar y col., 2016), enfermedad de Alzheimer (Streit y col.,
2009), Parkinson (Depino y col., 2003), esclerosis mdaltiple (Nelson y col., 2002), depresion
(Miller y Raison, 2015) y dolor neuropéatico (Milligan y Watkins, 2009; Taylor y col., 2015) lo
que ha llevado a proponer el concepto de microgliopatias para designar condiciones patolégicas
en las que la disfuncién microglial es el centro del proceso de la enfermedad (Sasaki, 2016).

La microglia se ha descripto inicialmente como sensores de eventos patolégicos
(Kreutzberg, 1996). Sin embargo, en la actualidad se acepta ampliamente que estas células no
s6lo son sensores sino también actores claves en el inicio de una patologia en el cerebro y
agentes activos de estados patoldgicos.

Se ha detectado una amplia variedad de moléculas que sirven de sefiales para la

microglia con potencial para desencadenar eventos patologicos, entre ellas ATP (Walker y col.,
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2014), cannabinoides (Walter y col., 2003), morfina (Zhang y col., 2012), moléculas que
estimulan la respuesta proinflamatoria (Walker y col., 2014), glutamato (Mayhew y col., 2015),
cocaina (Northcutt y col., 2015), e incluso moléculas liberadas tras la exposicion a eventos
estresantes (Frank y col., 2011, 2012; Nair y Bonneau, 2006).

En condiciones fisioldgicas, la microglia, en estado de reposo, tiene una morfologia
ramificada, un pequefio soma con procesos celulares finos y muestran un inmunofenotipo
adaptado al microambiente especializado tisular. Cualquier perturbacién de la homeostasis
cerebral que indique un peligro real o potencial para el SNC, por ejemplo infeccion,
traumatismo, tumores cerebrales, isquemia, alteracion de la actividad neuronal, cambios en la
concentracion de iones y neurotransmisores o incluso una alteracion homeostatica sutil que
precede a una alteracion patolégica (Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y col., 2011;
Kreutzberg, 1996), puede generar cambios rapidos y profundos en la morfologia, la expresion
de antigenos de superficie y la funcién celular (Kreutzberg, 1996; Lynch, 2009), procesos que,
en conjunto han sido definidos como activacion microglial (Colton y Wilcock, 2010, Graeber y
Streit, 2010; Streit y col., 1999).

El término activacion hace referencia a un aumento de la capacidad de la célula para
realizar una funcion mas alla de la presente en su estado basal (Liu y col., 2011). Por
consiguiente, los pardmetros mas ampliamente utilizados para establecer el estado de activacion
de la microglia son los cambios funcionales, el nimero, la morfologia o la expresion de genes y
de ciertas proteinas inducibles o expresadas constitutivamente por estas células (Hanisch y
Kettenmann, 2007; Streit y col., 1999; Walker y col., 2014). Sin embargo, es importante
destacar que dado que la microglia ejerce su funcion de manera constante, sin padecer periodos
de inactividad, el proceso de transformacion microglial desde su estado fisiolégico de reposo y
vigilancia a un estado activado representa mas un cambio de actividades que una "activacion"
per se. Ademas, el término activacién no contiene ninguna informacion sobre la orientacién
funcional que decide las consecuencias para el SNC (Town y col., 2005).

La activacion de la microglia se produce como una respuesta gradual in vivo, no
representa un proceso de "todo o nada", ni tampoco implica una trayectoria lineal con un
resultado uniforme fijo, sino que, por el contrario, la microglia activada puede adquirir distintos
estados funcionales segun los estimulos sensados en el ambiente en el que se encuentra
(Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y col., 2011; Schwartz y col., 2006). Ademas, la
activacion microglial es un proceso altamente regulado que a menudo precede a las reacciones
de cualquier otro tipo de célula en el cerebro (Kreutzberg, 1996; Liu y col., 2011). El fenotipo y
las respuestas frente a los diversos estimulos que convergen en la microglia pueden diferir entre
poblaciones microgliales, ya que las regiones del SNC se diferencian, por ejemplo, por los

neurotransmisores presentes o las propiedades de la BHE. Asi, las caracteristicas de vigilancia 'y
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la interpretacidn de los estimulos ambientales podrian diferir entre subconjuntos microgliales
gue probablemente posean distinta configuracién funcional (Schwartz y col., 2006), lo que
podria ser un rasgo decisivo en cuanto al rol funcional de estas células frente a distintos
estimulos y patologias del SNC.

Numerosas evidencias demuestran que la transicion del estado de reposo al estado de
activacion in vivo se acompafa de marcados cambios morfoldgicos (figura 5) y en el patrén de
expresion de genes. Asi, la microglia puede reducir la complejidad de su morfologia retrayendo
sus procesos hacia el cuerpo celular hasta adoptar una morfologia ameboide totalmente activada
con funcién fagocitica, favorecer la formacion de protrusiones que le otorgan capacidad de
motilidad y locomocion en el tejido, y atravesar por etapas intermedias evidenciando un
caracteristico estado de hiper-ramificacion (Streit y col., 1999; Walker y col., 2013, 2014).
Estos cambios morfoldgicos han sido correlacionados con distintos estados funcionales (Streit y
col., 1988) que comprenden un amplio repertorio de cambios inmunoldgicos, proliferacion y
migracion celular (Kreutzberg, 1996). En estas condiciones, las células microgliales reaccionan
liberando factores neurotréficos y moléculas inmunomoduladoras que incluyen distintos tipos
de mediadores inflamatorios, pro o anti-inflamatorios, como citoquinas, prostaglandinas,
quimioquinas y especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno. Los gradientes quimiotéacticos no
s6lo permiten el desplazamiento activo de la microglia a una lesion o foco infeccioso, sino
también orquestan la infiltracién de células periféricas immunes como parte de la respuesta
inflamatoria.

La densidad local de células microgliales también puede aumentar por proliferacion,
con el fin de proporcionar mas células para la defensa, proteccion y restauracion de la
homeostasis tisular. La transformacion de la microglia en células potencialmente citotoxicas se
produce principalmente en respuesta a una degeneracion neuronal. La induccién y el
reordenamiento de moléculas de expresion de superficie que favorecen las interacciones célula-
célula y célula-matriz, y los cambios en proteinas intracelulares son algunos elementos que
comprenden el proceso de activacion.

Las células microgliales al activarse pueden actuar como células scavenger para quitar
debris celular y destruir microorganismos invasores, promover la reparacion de los tejidos por la
secrecion de factores de crecimiento y asi contribuir a la homeostasis tisular. Por otro lado,
pueden actuar en detrimento como causa 0 consecuencia de un dafio patolégico, por alteracion
de mecanismos regulatorios, la generacion de respuestas inadaptadas o la activacion excesiva y
cronica (Zhang y col., 2011). Esto denota una marcada dicotomia funcional de la microglia
(Aguzzi y col., 2013; Kempermann y Neumann, 2003; Kettenmann, 2007; Watkins y col., 2007;
Zhang y col., 2011).
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Figura 5. Cambios morfolégicos observados en la microglia tras la exposicion a injuria neuronal o alteracion de la

homeostasis tisular por una amplia variedad de estimulos. Imagen adaptada de Streit y col., 1999.

Una respuesta microglial terminada, en el mejor de los casos con éxito, puede dejar
discretos rastros persistentes (Hanisch y Kettenmann, 2007). La microglia post-activada aunque
puede parecer indistinguible de las células en reposo por morfologia o segun criterios de
deteccién mediante inmunomarcacién, sigue soportando discretos mecanismos epigenéticos a
largo plazo, y puede permanecer sensibilizada por largos periodos de tiempo (Frank y col.,
2011, 2012), de manera tal que ésta célula experimentada tiene el potencial para responder de
manera exacerbada cuando se la expone de nuevo a un estimulo que desencadena su activacion
(Frank y col., 2011). Asi, este evento podria contribuir un importante factor de predisposicion al
desarrollo de neuropatologias en las que la microglia esté involucrada. Interesantemente, se ha

reportado que el estrés es capaz de sensibilizar a la microglia dejando una secuela inflamatoria

-49 -



Maria Paula Avalos Introduccion

latente que seria la base para desencadenar una respuesta exacerbada frente a un estimulo
inflamatorio posterior, como las drogas de abuso. Tal es asi que, estas drogas serian capaces de
expresar una respuesta sensibilizada modulada por la previa exposicion a factores estresantes
(Frank y col., 2012).

Teniendo en cuenta estas evidencias, es sumamente importante el estudio de la
fisiologia microglial, ya que aln no se resuelve en qué condiciones y por qué mecanismos estas

células acttan previniendo o facilitando la progresion de una determinada enfermedad cerebral.

CIRCUITO DE LA MOTIVACION

El circuito de la motivacion juega un rol critico en la traduccién de estimulos
bioldgicamente relevantes, tanto ambientales como farmacol6gicos, en respuestas motoras
adaptativas (Kalivas, 1993a; Pierce y Kalivas, 1997a). Este circuito neuronal comprende
numerosos nucleos cerebrales que se interconectan formando un importante circuito anatomico
y funcional. Dichos nucleos cerebrales actian en conjunto permitiendo el flujo discreto de
informacién, codificada como disparos neuronales, desde regiones limbicas hacia los sistemas
motores piramidal y extrapiramidal (Groenewegen y col., 1996; Haber, 2003; Heimer y col.,
1993; Pennartz y col., 1994; Wright y col., 1996; Yin y Knowlton, 2006; Yiny col., 2008).

El sistema limbico est4 involucrado en los fendmenos de motivacion y emocién, y el
circuito motor en los fendémenos de activacion y modulacién de respuestas motoras a estimulos
gue satisfacen necesidades homeostaticas internas (Koob y Le Moal, 2008). La accion integrada
y coordinada de estos dos subcircuitos determina tanto el umbral, que permite u obstruye la
expresion de la respuesta motora, como la intensidad de las respuestas conductuales frente a un
estimulo biol6gicamente relevante (Kalivas 1993a, b; Le Moal y Simon, 1991; Mogenson,
1987; Mogenson y col., 1993; Swerdlow y Koob, 1987). Esta respuesta conductual ha sido
asociada a cambios en las concentraciones extracelulares de neurotransmisor y la actividad
electrofisioldgica en los ndcleos que conforman el circuito de la motivacion (Mark y col., 1991;
Posty col., 1992).

La figura 6A muestra el patron de interconexiones entre las regiones que conforman el
circuito de la motivacion. Brevemente, la Amigdala inerva preferentemente al ATV, el
compartimento shell de NAc y al area ventromedial del Palido Ventral (PV). Estos tres
subnlcleos estan reciprocamente interconectados, pero no tienen conexién directa con el
sistema motor (Heimer y col., 1993; Wright y col., 1996). Para acceder al nicleo que regula la
actividad motora, el ATV proyecta al NAc core y a la region dorsolateral del PV, que se
encuentran interconectados con el sistema motor extrapiramidal via Sustancia Nigra (SNigra)

(Heimer y col., 1993; Kalivas y col., 1993a, Mogenson y col., 1985). Ademas, el area
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ventromedial del PV proyecta al TAlamo medial dorsal que inerva a la CPf dorsal. A su vez, la
CPf dorsal prelimbica proyecta preferentemente al compartimento core de NAc como asi
también a la SNigra (Sesack y col., 1989). ElI Talamo medial dorsal permite el flujo de

informacidn al sistema extrapiramidal, via interconexion con la CPf.
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Figura 6. Circuito de la motivacion. Imagen adaptada de Pierce y Kalivas, 1997a. A) Topografia de las
interconexiones entre las regiones cerebrales que conforman el circuito e ilustra como la informacion puede progresar
desde el sistema limbico a los sistemas motores piramidales y extra-piramidales. B) Version simplificada del circuito
y las neurotransmisiones principalmente involucradas en el circuito. TAlamo md: Talamo dorsal medial, PV: Palido
Ventral, ATV: Area Tegmental VVentral, CPfv: Corteza Prefrontal ventral, CPfd: Corteza Prefrontal dorsal.

Entre las neurotransmisiones que dominan principalmente este circuito podemos citar
las transmisiones glutamatérgicas, dopaminérgicas, gabaérgicas (figura 6B) y el sistema
opioide. Las regiones cerebrales que conforman el sistema limbico, entre ellas la Amigdala, el
Hipocampo y la CPf medial, envian proyecciones glutamatérgicas hacia NAc, estimulando
todos los subtipos neuronales de esta area cerebral (Pierce y Kalivas, 1997a; Vanderschuren y
Kalivas, 2000). Las neuronas gabaérgicas de NAc envian proyecciones al PV, ATV y SNigra.
Tanto ATV como SNigra inervan el Talamo dorsal medial y éste Gltimo envia proyecciones
glutamatérgicas hacia CPf cerrando el circuito. Ademés, ATV envia proyecciones
dopaminérgicas hacia NAc, Amigdala, CPf, PV y el nlcleo del lecho de la estria terminal
(BNST) (Pierce y Kalivas, 1997a). Las vias dopaminérgicas (mesocorticolimbica y
nigroestriatal) que conforman el circuito han sido asociadas con la funcién motora, y son

responsables de la iniciacién y el mantenimiento de las respuestas conductuales frente a
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reforzadores naturales y los efectos psicoestimulantes de las drogas de abuso (Pierce y Kalivas,
19974, b).

Es importante destacar que aungue la organizacién anatémica del circuito favorece el
flujo de informacion de las regiones limbicas a las motoras, el procesamiento paralelo y
simultaneo de la informacion permite no sélo que las regiones limbicas influyan en conductas
motoras aprendidas, sino también que las regiones motoras influyan en el procesamiento de
nueva informacion en el circuito limbico (Balleine y col., 2009; Yin y col., 2008; Yin y
Knowlton, 2006).

Nucleo Accumbens: Organizacion estructural y funcional

Dentro del circuito de la motivacion, el NAc es una de las estructuras donde convergen
una gran variedad de vias neurales que conforman este circuito. Esta estructura cerebral forma
parte del estriado ventral y es considerada el sitio de interfase limbico-motor (Mogenson y col.,
1980), cuyo principal rol neurobiol6gico es la modulacion de la transferencia de informacion
motivacionalmente relevante y de importancia adaptativa para que sea codificada en una
respuesta motora (Koob y Le Moal, 1997; Wolf, 2002). Numerosos estudios neurobiolégicos
han resaltado su destacado rol en el desarrollo de respuestas motoras tras estimulos tanto
apetitivos como aversivos y su participacién en diversos procesos como la ingesta de
reforzadores naturales, la conducta sexual, la recompensa, la autoadministracién de drogas, la
respuesta al estrés, entre otras (Abercrombie y col., 1989; Damsma y col., 1992; Groenewegen y
col., 1996; Maldonado-Irizarry y col., 1995; Robbins y Koob, 1980; Schultz y col., 1992).

El NAc se compone de multiples tipos de células neuronales. EI 95% de las neuronas
corresponden a neuronas espinosas medianas (MSNs) gabaérgicas, que se diferencian entre
aquellas que expresan receptores dopaminérgicos D1 junto con dinorfina y sustancia P, y las
gue expresan receptores dopaminérgicos D2 junto con encefalina. Cerca del 1-2% de las
neuronas de NAc son interneuronas colinérgicas no espinosas, y un namero similar corresponde
a interneuronas gabaérgicas.

Las aferencias excitatorias glutamatérgicas que llegan a NAc desde areas limbicas y
corticales son moduladas por aferentes dopaminérgicas provenientes de ATV, y por los péptidos
opioides enddgenos que son expresados a nivel local y también liberados por aferencias
neuronales provenientes de otras areas cerebrales. Los cannabinoides también tienen un papel
regulador dentro de NAc, actuando principalmente a nivel local por inhibicion de la
funcionalidad de las sinapsis glutamatérgicas (Robison y Nestler, 2011).

El NAc esta subdividido en dos compartimentos funcionalmente distintos, llamados
NAc core y NAc shell (Heimer y col., 1991; Kelley, 2004b; Pennartz y col., 1994).

-52-



Maria Paula Avalos Introduccion

El NAc shell, cercano a la Amigdala extendida, presenta conexiones de caracter
“limbico”. Esta fuertemente interconectado con el Hipotalamo y el ATV; e involucrado en la
regulacion de la conducta de ingesta (Kelley, 2004b; Robinson y Berridge, 1993), la motivacién
y el reforzamiento (Di Chiara e Imperato, 1998). Recibe importantes aferencias tanto
glutamatérgicas desde el Hipocampo, CPf infralimbica y la Amigdala centromedial, como
dopaminérgicas desde el ATV a través del haz mesolimbico. Esta inervacion dopaminérgica
reciproca desde el ATV hacia NAc shell es importante para modular la saliencia motivacional y
contribuye a establecer asociaciones aprendidas entre eventos motivacionales y estimulos
ambientales concurrentes (Bassareo y Di Chiara, 1999; Sellings y Clarke, 2003).

El NAc core esté relacionado anatémica y funcionalmente al estriado dorsal, cingulata
anterior y corteza orbitofrontal, e involucrado en la integracion sensorio-motora (Zahm y Brog,
1992). Asi, este compartimento parece ser el sitio primario que media la expresion de conductas
aprendidas en respuesta a los estimulos que predicen eventos motivacionales relevantes (Di
Ciano y Everitt, 2001; Kelley, 2004b). Recibe aferencias glutamatérgicas de la CPf prelimbica y
dopaminérgicas de la SNigra, y presenta conexiones gabérgicas eferentes hacia el PV que
forman parte de los bucles motores cortico-estriado-palido-talamicos de caracter extrapiramidal
(Pierce y Kalivas, 1997a).

NAc core y NAc shell se interconectan indirectamente mediante la CPf. El patrén de
conexiones CPf -NAc es critico para la actividad neurofisiol6gica de NAc. Parece ser que la CPf
actia como “enlace” entre ambos compartimentos de NAc (Vanderschuren y Kalivas, 2000). La
informacidn de salida de Shell se dirige a la region ventromedial del PV, el cual inerva el nucleo
dorsomedial del Talamo. Este nicleo envia, de modo casi especifico, fibras hacia la CPf
prelimbica dorsal, la cual, a su vez, proyecta fibras glutamatérgicas al Core (Heimer y col.,
1991; Meredith y col., 1992).

La participacion indispensable de NAc en la expresion de conductas adaptativas no
depende de las aferencias dopaminérgicas, sino de las aferencias glutamatérgicas de la CPf (Di
Ciano y col., 2001). Aunque no es un evento obligatorio, la dopamina se libera en el NAc en
respuesta a los estimulos que predicen un evento gratificante y probablemente modula la
expresion de la conductas adaptativas (Cheng y col., 2003; Ito y col., 2000).

La relacion NAc core y CPf con la actividad motora ha sido confirmada por
experimentos electrofisioldgicos durante la autoadministracion de cocaina y heroina, los cuales
demostraron una clara relacion entre la actividad neuronal en estas regiones cerebrales y la
conducta de administracion de drogas (Chang y col., 1994, 1996, 1998). En apoyo a estas
evidencias, se ha demostrado que la proyeccion glutamatérgica de CPf prelimbica a NAc core
tiene un papel preponderante en la conducta de busqueda de la droga (McFarland y col., 2003).

Estos hallazgos han sugerido la hipétesis de que las alteraciones en la transmision
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glutamatérgica que proyecta a NAc core desde CPf prelimbica, inducidas por la administracion
crénica de drogas, perturbarian el procesamiento de la informacion en el circuito cortico-
estriato-talamico, favoreciendo la disminucién de la capacidad de control de la conducta de
busqueda de drogas y aumentando la vulnerabilidad a la recaida al consumo de drogas (Kalivas,
2009).

Participacion del circuito de la motivacion en los efectos estimulantes y de recompensa de

las drogas de abuso

Fisiolégicamente, el circuito de la motivacion asegura la supervivencia de las especies
al asociar funciones vitales con un estado emocional positivo. Este circuito evolutivamente
conservado se activa por estimulos tales como alimentacion, sexo y estimulacion social. Estos
estimulos conocidos como reforzadores naturales, son capaces de incrementar la liberacion de
dopamina en NAc provocando una sensacion placentera. Asi, el rol fisiol6gico de esta respuesta
es mantener al individuo focalizado en actividades que promueven la supervivencia y la
reproduccion.

Las drogas de abuso mediante diferentes mecanismos de accion usurpan este circuito y
activan, de manera directa o indirecta, la neurotransmisién dopaminérgica (Koob y Le Moal,
1997; Koob y Nestler, 1997; Nestler, 2005), mecanismo que comparten con los reforzadores
naturales, pero a diferencia de estos, lo hacen de una manera mas intensa y persistente, sin estar
asociados a respuestas conductuales productivas. Asi, a pesar de la diferencia en su estructura
molecular y el mecanismo por el cual ejercen su accion, la administracién repetida de drogas
tales como alcohol, nicotina, opidceos, cannabinoides y psicoestimulantes producen una
desregulacion del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico generando un aumento en los
niveles extracelulares de dopamina en NAc (Di Chiara y col., 1993a). El incremento de la
actividad dopaminérgica a nivel de la via mesocorticolimbica constituye un evento clave que
explica el efecto reforzante de las drogas de abuso y media la activacion psicomotora inducida

por los psicoestimulantes (Kalivas y Duffy, 1990).

SENSIBILIZACION

Las primeras teorias postuladas para explicar el desarrollo de la adiccion sugieren que la
conducta adictiva se desarrolla debido al efecto placentero que inicialmente producen las drogas
de abuso, y que la dependencia se produce en funcién de un impulso recurrente conducido por
el efecto reforzante de las drogas (Wise, 1980). Aunque este fenémeno denominado

reforzamiento positivo est4 implicado en estadios iniciales del proceso adictivo, el abuso de
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drogas a largo plazo a menudo da lugar a efectos psicoldgicos y fisiologicos aversivos si se
retira la droga, lo que conduce al consumo como medio para evitar las consecuencias negativas
asociadas al sindrome de abstinencia de la droga, lo que se conoce como reforzamiento negativo
(Cami y Farre, 2003). Asi, se ha postulado que las conductas adictivas incluyen un cambio
gradual del consumo por reforzamiento positivo (impulsividad) al consumo por reforzamiento
negativo (compulsividad) (Koob, 2004; Koob y Volkow, 2010).

Aunque el reforzamiento positivo y negativo desempefian un papel en la iniciacion y el
mantenimiento de las conductas adictivas, respectivamente, y por lo tanto pueden explicar
algunos aspectos de la persistencia del trastorno (Markou y col., 1993; Wilker, 1973), estas
teorias no explican aspectos caracteristicos como el complejo patrén conductual de recaida al
consumo, que incluye la bdsqueda y consumo compulsivo de drogas, después de un periodo
prolongado de abstinencia cuando los sintomas evidentes del sindrome de abstinencia se han
disipado.

Por ello, se ha propuesto abordar el estudio de la adiccion a partir del concepto de
sensibilizacion incentivo-motivacional (“incentive-sensitization”; Robinson y Berridge, 1993,
2001; Berridge y Robinson, 1995), el cual postula que la sensibilizacién producida por las
drogas genera una atribucion excesiva de la saliencia motivacional (incentive-salience)
responsable de los patrones compulsivos de blsqueda y consumo de la droga. Esta teoria
propone que las drogas de abuso alteran a largo plazo los nlcleos cerebrales que componen el
circuito de la motivacion. Estas neuroadaptaciones son criticas ya que vuelven al circuito
neuronal hipersensible a las drogas y a los estimulos asociados a ella. Tal es asi, que la
sensibilizacion no es una consecuencia inevitable de la exposicion repetida a las drogas, sino
gue la capacidad de los sistemas neurales sensibilizados para obtener el control sobre la
conducta, esta constantemente y fuertemente modulada por los estimulos ambientales que han
sido asociados con la administracion de la droga (Robinson y col., 1998). Importantemente, la
persistencia en el tiempo de estas neuroadaptaciones, incluso meses y afios (Paulson y col.,
1991; Robinson y Becker 1986), contribuiria a la naturaleza duradera del estado adictivo. De
este modo, la base neural de la sensibilizacion modulada por los estimulos contextuales seria la
responsable de la sensibilizacion psicomotora, la facilitacion de la conducta de
autoadministracion, la basqueda y consumo compulsivo de drogas, e incluso de la recaida
tiempo después de la interrupcion del consumo de la droga dada por la persistencia
caracteristica del fenébmeno (Anagnostaras y Robinson, 1996; Robinson y Berridge, 2000). Asi,
la importancia de la comprension de los mecanismos neuroadaptativos que subyacen a la
sensibilizacion, radica en el rol potencial que tiene este fendmeno sobre el desarrollo de la
adiccion, asi como sobre la reincidencia al consumo después de largos periodos de abstinencia
(Robinson y Berridge, 1993).
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El fendbmeno de sensibilizacion se divide anatdmicamente y temporalmente en dos fases

denominadas induccidon y expresion (Kalivas y Stewart, 1991; Pierce y Kalivas, 1997a).

Induccidn y expresion de la sensibilizacion

La induccion de la sensibilizacion se define como la secuencia transitoria de eventos
celulares y moleculares precipitados por la administracién de psicoestimulantes que conduce a
cambios duraderos en la funcién neural responsable de la alteracién conductual (Pierce y
Kalivas, 1997a). La fase de induccion de la sensibilizacion se produce en ATV (Kalivas, 1995),
sitio en el mesencéfalo ventral donde se encuentran los somas de neuronas dopaminérgicas que
dan lugar a la via mesocorticolimbica (Fallon y Moore, 1978).

La expresion se define como las alteraciones neurales duraderas que surgen del proceso
de iniciacién que directamente median una respuesta conductual a la droga potenciada y
persistente. En contraste, los eventos neuronales asociados con la expresion se distribuyen entre
los nucleos interconectados del circuito de la motivacion, siendo una de las &reas mas relevantes
para la expresion, el NAc (Pierce y Kalivas, 1997a).

Importantemente, la separacion anatdmica de ambos eventos pone de manifiesto la
transferencia de informacion desde ATV a NAc. Se ha reportado una marcada dependencia
temporal de la expresion de la sensibilizacién y las neuroadaptaciones asociadas. Tras el cese de
la administracion de la droga, durante la abstinencia a corto plazo (dias posteriores al
tratamiento), se producen diversas neuroadaptaciones que se disipan con el tiempo. En general,
se piensa que estas adaptaciones transitorias son necesarias para evocar adaptaciones duraderas
(semanas a meses después del tratamiento), que median la persistencia de la hipersensibilidad de
los circuitos neuronales a las drogas (Pierce y Kalivas 1997a; Steketee y Kalivas, 2011,
Vanderschuren y Kalivas, 2000; White y col., 1995; White y Kalivas 1998; Wolf, 1998).

Sensibilizacion conductual

Una de las formas de poner en evidencia el proceso neuroadaptativo de sensibilizacion
neural es mediante la sensibilizacion conductual. Este fendmeno hace referencia al aumento
progresivo y duradero de la respuesta conductual ante un estimulo (ejemplo, la administracion
de un psicoestimulante) que ocurre luego de exposiciones repetidas al mismo (Kalivas y
Stewart, 1991; Robinson y Becker, 1986). La respuesta conductual cominmente evaluada es la
actividad locomotora.

Entre las caracteristicas mas sobresalientes de la sensibilizacién psicomotora se ha

reportado que es un fendmeno dosis dependiente (Browman y col., 1998a, b; Kalivas y col.,
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1988) vy tras la interrupcion del tratamiento suele ser mas evidente a largo plazo que a corto
plazo (Antelman, 1988). Ademas, suele observarse de manera robusta cuando se administran
drogas en forma repetida e intermitente (Post, 1980, Robinson y Becker, 1986) y cuando la re-
exposicion a la droga, durante la fase de expresién, se produce en el mismo ambiente que la
exposicion previa durante la fase de induccion (Anagnostaras y Robinson, 1996; Mattson y col.,
2008; Vezinay col., 1989; Vezina y Leyton, 2009; Wang y Hsiao, 2003).

Una gran variedad de factores contribuyen a la variabilidad individual de Ia
susceptibilidad a la sensibilizacion y pueden afectar la fuerza de la sensibilizacion conductual,
incluidos el nimero de tratamientos, intervalo entre tratamientos, dosis, sexo, edad, factores
genéticos, hormonales y la experiencia previa (Antelman y col., 1980; Post y Contel, 1983;
Robinson, 1988; Shuster y col., 1977). Incluso, se ha reportado que la exposicion repetida a
psicoestimulantes puede producir sensibilizacion en humanos (Angrist, 1994; Post y Contel,
1983; Sato, 1986; Sato y col., 1983; Segal y Schuckit, 1983).

Numerosos estudios en modelos animales han reportado sensibilizacion conductual en
respuesta a cocaina, anfetamina, morfina, etanol, nicotina y A9-tetrahidrocanabinol (Benwell y
Balfour, 1992; Cadoni y col., 2001; Cunningham y Noble, 1992; Joyce e Iversen, 1979; Post y
col., 1992; Robinson y Becker, 1986), fendmeno que podria jugar un rol importante en la
escalada de consumo de droga. Por otro lado, diversos laboratorios han revelado el desarrollo de
“sensibilizacion cruzada” entre drogas de distintas caracteristicas farmacolédgicas. Por ejemplo,
animales que fueron tratados crénicamente con cocaina demostraron sensibilizacién cruzada a
las propiedades estimulante motora (McDaid y col., 2005) y reforzante (Shipenberg vy col.,
1998) de morfina, o animales pre-expuestos a cocaina o anfetamina desarrollaron
sensibilizacién cruzada tanto a anfetamina como a cocaina (Kalivas y Weber 1988; Pierce y
Kalivas 1995; Vanderschuren y col., 1999).

Otros estudios demostraron que animales expuestos repetidamente a A9-
tetrahidrocannabinol mostraron una respuesta conductual sensibilizada a morfina (Cadoni y col.,
2001), mientras que los animales expuestos repetidamente a etanol mostraron sensibilizacion
conductual en respuesta a cocaina y viceversa (ltzhak y Martin, 1999) y los animales expuestos
repetidamente a anfetamina sensibilizaron frente a la exposicion a morfina (Lett, 1989; Vezinay
col., 1989; Vezina y Stewart, 1990). Ademas, los animales con un historial de exposicion
repetida a tolueno por via inhalatoria exhibieron una respuesta sensibilizada conductual a
cocaina (Beyer y col., 2001). Estas evidencias indican que las distintas drogas de abuso a pesar
de ser farmacoldgicamente diferentes y ejercer su accion mediante distintos mecanismos,
impactan sobre sustratos neuronales comunes favoreciendo el desarrollo de la sensibilizacion, lo
que podria incrementar la vulnerabilidad a adiccion en poblaciones que padecen policonsumo de

drogas.
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Eventos moleculares y neuroquimicos asociados a la sensibilizacion a drogas:

participacion de la transmision dopaminérgica y glutamatérgica

Numerosas adaptaciones neuroplasticas pre y postsinpticas han sido descriptas en el
circuito de la motivacidn, particularmente en NAc, en animales sensibilizados.

Con respecto al rol del sistema dopaminérgico en la sensibilizacion, un ejemplo de
adaptacion presinaptica es el aumento persistente de la capacidad de diversas drogas de abuso,
particularmente los psicoestimulantes, para incrementar la concentracién de dopamina
extracelular en NAc y estriado de animales sensibilizados (Kalivas y Stewart, 1991; Pierce y
Kalivas, 1997a, b; Robinson y Berridge, 1993; Vanderschuren y col., 1999). Ademas de los
cambios en la liberacion de dopamina, la unién de la dopamina a sus receptores juega un papel
clave en la sensibilizacion conductual. Por ejemplo, el aumento de la excitabilidad de las
neuronas dopaminérgicas de ATV tras la administracion repetida de cocaina ha sido asociado
con la disminucion de la sensibilidad de los autoreceptores de dopamina D2 (Henry y col.,
1989; White y Wang, 1984). Entre los ejemplos de adaptaciones postsinapticas cabe citar un
aumento de la sensibilidad de los receptores de dopamina D1 (Henry y White, 1991; White y
Kalivas, 1998).

Estudios mediante técnicas electrofisiolégicas han demostrado que la administracién no
contingente aguda o repetida de drogas de abuso, incluidas cocaina, anfetamina, etanol, morfina
y nicotina, inducen LTP de las neuronas dopaminérgicas de ATV mediante un mecanismo
dependiente de glutamato (Saal y col., 2003; Ungless y col., 2001). La excitabilidad de las
neuronas dopaminérgicas de ATV inducida por glutamato, observada en animales que
evidenciaron sensibilizacion conductual, involucra la participacion de receptores AMPA (Zhang
y col., 1997). En este sentido, estudios reportaron que el LTP inducido por cocaina seria el
resultado de la insercion de receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 en la
superficie de la membrana postsinaptica (Argilli y col., 2008; Bellone y Lischer, 2005; Mameli
y col., 2007).

En contraste con lo que ocurre en ATV, la abstinencia a cocaina, tras la administracion
no contingente repetida del psicoestimulante, ha sido asociada a una reduccion de los niveles
basales de glutamato en NAc, mientras que la expresion de la sensibilizacién conductual,
evidenciada mediante la inyeccién i.p. de la droga, ha sido asociada a un aumento de la
liberacion de glutamato en esta region cerebral (Pierce y col., 1996; Reid y Berger, 1996). Al
igual que lo que ocurre en NAc (Pierce y col., 1996), la administracién de cocaina sélo
incrementa los niveles de glutamato en CPf medial en los animales que expresan sensibilizacion
conductual a cocaina (Williams y Steketee, 2004). Los reducidos niveles de glutamato basal

observados en animales sensibilizados parecen permitir una mayor liberacion de glutamato en
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respuesta a una dosis desafio de la droga y, consecuentemente, la expresion de la sensibilizacién
conductual. Este mecanismo estaria mediado por la disminucién de la funcion y expresion de
receptores mGIuR2/3 tras la administracion repetida de cocaina. De este modo, la alteracion del
tono inhibitorio de estos receptores sobre la liberacion de glutamato, favoreceria la transmision
glutamatérgica en esta region cerebral (Xi y col., 2002). En apoyo a estas evidencias, el
restablecimiento de los niveles de glutamato basal con NAC impidid la expresion de la
sensibilizacién conductual (Madayag y col., 2007).

Otros estudios demostraron que la sensibilizacion tanto a anfetamina como a cocaina
también va acompafiada de modificaciones estructurales persistentes en la morfologia de
espinas dendriticas en NAc y CPf (Robinson y Kolb, 1997, 1999). Dichas alteraciones
estructurales estan criticamente asociadas a cambios en el tréfico de receptores AMPA de
superficie a nivel postsinaptico (Wolf y Ferrario, 2010). Asi por ejemplo, luego de la exposicion
a dosis repetidas de cocaina, seguida de un periodo prolongado de abstinencia, se observa un
incremento en los niveles de expresion de la subunidad GIuR1 de los receptores AMPA y la
subunidad NR2B de los receptores NMDA en NAc de animales que desarrollaron
sensibilizacion a cocaina (Boudreau y col., 2007, 2009; Boudreau y Wolf, 2005; Churchill y
col., 1999). Estas y otras evidencias han permitido sugerir que la plasticidad en las sinapsis

glutamatérgicas dependiente de la experiencia subyace a la sensibilizacion conductual.

Impacto del estrés y las drogas de abuso sobre sustratos neurobioldgicos comunes

A partir del fendmeno de sensibilizacion cruzada entre drogas de abuso de distintas
caracteristicas farmacologicas, se desprende el concepto de sensibilizacién cruzada a un
psicoestimulante inducida por la exposicién a estrés agudo o crénico, la cual se manifiesta luego
de una dosis aguda del psicoestimulante (Kalivas y Stewart, 1991). Estudios de nuestro y otros
laboratorios reportaron que animales previamente expuestos a distintos paradigmas de estrés
agudo o crénico como estrés por derrota social, restricciobn de movimiento, restriccion de
comida o estrés cronico variable evidenciaron sensibilizacion cruzada a cocaina (Boyson y col.,
2011, 2014; Esparza y col., 2012; Garcia-Keller y col., 2013, 2016) y anfetamina (Deroche y
col., 1995; K®div y col., 2019; Pacchioni y col., 2007), lo que sugiere que tanto el estrés como las
drogas de abuso impactan sobre sustratos neurales comunes.

De manera similar a las drogas de abuso, la exposicién a estrés también es capaz de
influenciar la conducta como resultado de su habilidad para incrementar la liberacion de
dopamina en NAc, efecto que fue observado en animales luego de ser expuestos a distintos tipos
de estimulos estresantes de manera aguda o cronica (Brodnik y col., 2017; Deroche y col., 1995;

Kalivas y Stewart, 1991; Kippin y col., 2008; Rouge-Pont y col., 1995; Sorg y Kalivas, 1991).
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Se cree que el CRF y los glucocorticoides, hormonas liberadas durante eventos
estresantes, son un punto critico entre las respuestas conductuales y fisioldgicas del estrés y las
drogas de abuso (Koob, 1999; Koob y Zorrilla, 2010; Shaham y col., 2000). Se ha reportado que
el CRF juega un rol clave en el consumo de drogas y la reinstalacion de la conducta de
busqueda de la droga inducida por estrés al modular la actividad neuronal mediante su accion
sobre los receptores de CRF tipo 1y 2 (CRFR1 y CRFR2) expresados en regiones cerebrales
involucradas en la adiccion a drogas (Black-top y col., 2011; Boyson y col., 2011, 2014; Wang
y col., 2005).

La funcion principal del CRF es activar el eje HHA aumentando la liberacion de
glucocorticoides en respuesta a estrés (Bale y Vale, 2004). Ademas de este eje, los axones que
liberan CRF se proyectan hacia zonas extrahipotalmicas, entre ellas Amigdala, BNST y ATV
(Sawchenko y col., 1993; Swanson y col., 1983). Las neuronas dopaminérgicas de ATV y sus
amplias proyecciones a areas como NAc, CPf y Amigdala, que juegan un papel central en las
respuestas agudas y cronicas a las drogas de abuso (Spanagel y Weiss, 1999), pueden
representar un importante sitio de interaccién entre la exposicion a estrés y el abuso de drogas,
ya que los estimulos estresantes o las infusiones intracerebroventriculares (i.c.v.) de CRF,
aumentan la liberacion de dopamina en &reas de proyeccion limbica y cortical (Dunn y
Berridge, 1987; Koob y Heinrichs, 1999). En apoyo a estos hallazgos, se ha demostrado que
CRF en ATV es capaz de producir cambios neuroadaptativos en neuronas dopaminérgicas de la
via mesolimbica (Saal y col., 2003) via CRFR1 (Wanat y col., 2008).

Las neuronas dopaminérgicas de ATV se encuentran bajo un importante control
glutamatérgico, y la modulacion de estas sinapsis participa en los cambios de la actividad
dopaminérgica a corto y largo plazo (Bonci y Malenka, 1999). Se ha reportado que CRF en
ATV potencia la transmision excitatoria en neuronas dopaminérgicas en animales previamente
expuestos de manera repetida a cocaina (Hahn y col., 2009).

Siguiendo la hipdtesis de mecanismos comunes entre drogas de abuso y estrés, se ha
demostrado que la administracion in vitro de CRF en ATV induce la potenciacion de la
transmision sindptica mediada por el receptor NMDA en las neuronas dopaminérgicas del ATV
via CRFR2, sugiriendo que la transmision glutamatérgica también seria un sitio blanco de
accion tanto para las drogas de abuso como para el estrés (Ungless y col., 2003). Estudios
posteriores del mismo laboratorio reportaron que la potenciacion de la transmision excitatoria en
VTA, mediada por receptores AMPA en respuesta a CRF, seria la responsable de incrementar la
actividad dopaminérgica en el sistema mesocorticolimbico (Ungless y col., 2010).

Ademas, estudios mediante técnicas electrofisiol6gicas han reportado un aumento de la
fuerza sinaptica, evidenciado por un incremento en la relacién de las corrientes AMPA/NMDA

en neuronas dopaminérgicas de ATV, en respuesta a estrés agudo y la administracion in vivo de
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drogas que poseen diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accion tales como cocaina,
nicotina, anfetamina, morfina y etanol (Saal y col., 2003). En Gltima instancia, la modulacion
excitatoria de las neuronas dopaminérgicas de ATV puede verse potenciada ain mas mediante
la atenuacién de la modulacion inhibitoria de los receptores de dopamina D2 y GABA-B
inducida por el CRF (Beckstead y col., 2009).

El estrés no solo tiene la habilidad de incrementar las concentraciones extracelulares de
glutamato al inducir su liberacion sindptica en ATV, sino también en areas como CPf medial,
Estriado y NAc (Moghaddam, 1993). Consistentemente, se ha demostrado que la administracién
aguda o cronica de psicoestimulantes induce un aumento en la liberacion de glutamato en ATV
y NAc (Kalivas y Duffy, 1995; Reid y Berger, 1996; Reid y col., 1997). Asi, estos eventos
estarian mediados por las proyecciones glutamatérgicas desde CPf y Amigdala hacia estructuras
subcorticales, incluyendo ATV y NAc (Groenewegen, 1999; Sesack y col., 1989; Wright y col.,
1996). Interesantemente, la interaccion entre glutamato y dopamina a nivel sinaptico en NAc
(figura 7) ha sido demostrada mediante estudios ultraestructurales anatémicos de NAc, los
cuales han demostrado que ciertas proyecciones glutamatérgicas provenientes de CPf
prelimibica y proyecciones mesencefélicas dopaminérgicas, en cercana aposicion entre ellas,

forman contactos sinapticos en neuronas de NAc (Sesack y Pickel, 1990, 1992).

Corteza

/ Aferentes Glutamatérgicas

Estriado

Aferentes
Dopaminérgicas

NAc

Figura 7. Aferentes glutamatérgicas desde Corteza cerebral y dopaminérgicas desde ATV o SNigra hacia NAc.
Ambas proyecciones aferentes interactiian en NAc. Como se observa en la figura, las aferentes glutamatérgicas hacen
sinapsis en las cabezas de las espinas dendriticas de las MSNs. Las aferentes dopaminérgicas hacen sinapsis en los
cuellos de las espinas, lo que las posiciona idealmente para modular la transmision glutamatérgica aferente. Imagen

adaptada de Hyman y col., 2006.

Una de las importantes implicancias mecanisticas de la activacion de la transmision
glutamatérgica cortical inducida por estrés en la vulnerabilidad a la adiccion es que puede

mediar el efecto del estrés sobre el sistema dopaminérgico (Moghaddam, 1993, 2002). Este
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Gltimo sistema, a nivel de NAc, media los efectos estimulante motor y reforzante de los
psicoestimulantes, los cuales son criticos para el potencial abuso de una droga.

En conjunto, estos datos proporcionan la base neurofisioldgica de la interaccion de los
sistemas dopaminérgico y glutamatérgico a nivel mesocorticolimbico, y sugieren que la
sensibilizacion conductual inducida por drogas o estrés esta asociada a un incremento de la
actividad de la transmision dopaminérgica y glutamatérgica, particularmente mediada por
cambios adaptativos pre y postsinapticos en NAc. Dichos cambios estan implicados en el
aumento de la excitabilidad neuronal en NAc y serian, en parte, la base neural de la

sensibilizacion conductual.

Sensibilizacion y reforzamiento

Si bien la sensibilizacion psicomotora es un modelo sumamente Gtil que permite poner
en evidencia los cambios neuroadaptativos inducidos por la administracion repetida de drogas,
solo provee una evidencia indirecta de la sensibilizacion a los efectos incentivo-motivacionales
y reforzantes de las drogas de abuso (Robinson y Berridge, 2001).

La evidencia mas directa de que el efecto de recompensa de las drogas estd mediado por
la sensibilizacion del circuito neural que subyace al fendmeno de sensibilizacion proviene de
estudios enfocados en la neurobiologia de la sensibilizacién y estudios realizados en modelos
animales de autoadministracion y preferencia condicionada a un sitio. Dichos estudios postulan
que el efecto reforzante de las drogas estaria mediado por neuroadaptaciones en la transmision
dopaminérgica mesocorticolimbica (Kalivas y Stewart, 1991; Robindon y Berridge, 1993;
Pierce y Kalivas, 1997a; White y Kalivas, 1998; Wolf, 1998). Estos Gltimos demuestran que no
solo los efectos estimulantes motores de las drogas sensibilizan, sino también sus efectos
reforzantes, ya que la exposicion previa a una variedad de drogas potencialmente adictivas
facilita la adquisicion posterior de la conducta de autoadministracion de drogas (Piazza y col.,

1989, 1990) o de preferencia condicionada a un sitio (Shippenberg y col., 1998).

Sensibilizacion conductual y autoadministracion de drogas

La participacion de la sensibilizacién en la autoadministracion de drogas suele estar
determinada por la capacidad de la exposicién repetida a drogas de manera no contingente para
facilitar la adquisicion de la administracion contingente de drogas, utilizando dosis bajas de las
mismas (Piazza y col., 1989, 1990; Vezina, 2004), o por la autoadministracion de drogas que
induce la sensibilizacion locomotora en respuesta a una inyeccion no contingente de la droga
(Vezina, 2004).
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El modelo de sensibilizacion conductual es uno de los modelos experimentales mas
estudiados y utilizados para abordar el estudio de la adiccion. Permite identificar los sustratos
neurobiol6gicos que subyacen al proceso adictivo y a la interaccion entre estrés y drogas. Sin
embargo, el modelo mas valido para abordar este estudio es el paradigma de autoadministracion
de drogas ya que es el gue mas se asemeja a la condicion humana dado que imita de manera
precisa el fendbmeno que se desea estudiar (Spanagel, 2017). La diferencia entre ambos modelos
experimentales radica en que el modelo de sensibilizacién, involucra la administracion no
contingente de la droga al animal suministrada por un operador, mientras que el modelo de
autoadministracion involucra la administracion contingente de la droga donde el propio animal
regula la administracion de la misma. En este Gltimo modelo se ponen en juego patrones de
compulsion y busqueda de la droga, como también la compleja interaccion de numerosas areas
neurales involucradas en el desarrollo de ambos patrones conductuales.

La autoadministracion es un complejo paradigma basado en el analisis conductual
utilizando programas de reforzamiento (Schedule reinforcement) establecidos por Ferster y
Skinner (1957). Este paradigma esta basado en el concepto de condicionamiento operante, un
tipo de aprendizaje asociativo en el que la conducta se produce en funcion de sus consecuencias
(Schuster 'y Thompson, 1969). Los enfoques modernos para estudiar este tipo de
condicionamiento incluyen respuestas operantes (por ejemplo, la presion de una palanca) que
conducen a la entrega de un reforzador. Asi por ejemplo, los animales se colocan en cajas de
conducta operante donde la presién de una palanca se acomparfia de la entrega de una droga por
via intravenosa u oral. Por lo general, en los modelos de autoadministracion se utilizan
esquemas de razon fija (FR), lo que requiere que el animal presione la palanca un namero fijo
de veces antes de la entrega de la droga, aunque alternativamente pueden emplearse otros
programas como razén progresiva (PR).

El paradigma de autoadministracion puede utilizarse para modelar diversos
componentes del uso de drogas en los seres humanos, entre ellos: 1) la adquisicion de la
conducta, usualmente empleada para estudiar los primeros encuentros con la droga o estadios
iniciales de la adiccion y la influencia de factores de vulnerabilidad a la adiccién, 2) el
mantenimiento para evaluar el consumo regular estable de la droga, 3) la escalada de consumo
que permite estudiar el aumento progresivo del uso de la droga, 4) la retirada de la droga con o
sin extincion de la conducta para estudiar la abstinencia de la droga y 5) la reinstalacion de la
conducta de busqueda de la droga inducida por claves, estrés o drogas que permiten el estudio

de la recaida al consumo (Scofield y col., 2016a).
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HIPOTESIS DE LA HOMEOSTASIS DE GLUTAMATO EN LA ADICCION A
DROGAS

Si bien los efectos reforzantes agudos de las drogas adictivas estan mediados por el
incremento en la actividad de la transmision dopaminérgica mesocorticolimbica, lo cual es
fundamental para el inicio de la adiccién ya que refuerza el aprendizaje y la conducta de
consumo (Berridge y Robinson, 1998; Kelley, 2004a) transformando progresivamente el
consumo en buasqueda compulsiva de la droga (Cardinal y Everitt, 2004; Kelley, 2004a); el
mantenimiento de la adiccion y la persistente vulnerabilidad a la recaida, en ausencia de la
administracion repetida de la droga, resultan principalmente de las adaptaciones celulares en la
proyeccion glutamatérgica desde CPf a NAc (Kalivas y Volkow, 2005; Kalivas, 2009). Estos
cambios plasticos reducen la capacidad de la CPf para iniciar conductas en respuesta a
reforzadores naturales, disminuye el control cognitivo sobre la conducta y promueven el
caracter compulsivo de la blsqueda de droga. Simultdneamente, la CPf es responsable de
interpretar los estimulos que predicen la disponibilidad de la droga, lo que resulta en un
incremento de la actividad glutamatérgica en NAc en respuesta a estimulos asociados a la
misma. Asi, las sinapsis excitatorias pierden la capacidad de regular la neurotransmision en
NAc (Kalivas y Volkow, 2005). En apoyo a estas evidencias, la activacion de la proyeccién
glutamatérgica desde CPf prelimbica a NAc core ha sido asociada a la iniciacion de conductas
motivadas aprendidas (Hyman y col., 2006).

Un estudio realizado en un modelo animal de recaida al consumo de drogas demostro
gue la inyeccion de una dosis desafio de cocaina en animales previamente expuestos a la
administracion crénica de cocaina, y sometidos a un protocolo de extincion, provocéd el
incremento de los niveles extracelulares tanto de dopamina como de glutamato en NAc core vy,
consecuentemente, la reinstalacion de la conducta de autoadministracion de cocaina. Sin
embargo, cuando se administrd cocaina en animales yoked o control salina, s6lo se elevaban los
niveles de dopamina. Asi, se determind que mientras la dopamina incrementaba
independientemente de la conducta, el glutamato sélo aumentaba cuando los animales volvian a
presionar la palanca asociada a la droga y no a un reforzador natural. Estas evidencias sugirieron
que la activacion de la proyeccion glutamatérgica desde CPf prelimbica a NAc core es necesaria
para iniciar la conducta de busqueda de droga en modelos de recaida al consumo de drogas
(McFarland y col., 2003).

Estos antecedentes, en parte, han llevado a plantear la hipétesis de la homeostasis de
glutamato que subyace a la adiccion. Particularmente, se ha propuesto que la incapacidad de la
CPf para controlar la conducta compulsiva de busqueda de droga ha sido asociada a un

desequilibrio duradero en la homeostasis de glutamato en NAc core (Kalivas, 2009).
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La homeostasis glutamatérgica hace referencia a los mecanismos de regulacion de los
niveles de glutamato extracelular en los espacios sindptico y no sinaptico que conducen al
mantenimiento de la concentracién de este neurotransmisor en niveles fisioldgicos. Ademas,
este término involucra la actividad sindptica, incluyendo sus componentes pre y postsinapticos,
y la contribucidn glial a la regulacion de la comunicacion neuronal y los niveles de glutamato
extracelular.

Un factor clave en el mantenimiento de la homeostasis glutamatérgica es el balance
entre la liberacion y eliminacion del neurotransmisor tanto a nivel sinaptico como glial (Kalivas,
2009). Asi, el desequilibrio de estos mecanismos tiene como consecuencia la alteracion en los
niveles extracelulares de glutamato y cambios en la plasticidad sindptica que perjudican la
comunicacion entre aferentes glutamatérgicos prefrontales y las neuronas postsinépticas en
NAcC.

El glutamato extracelular estd altamente compartimentalizado en el SNC. EI monitoreo
in vivo de glutamato extracelular mediante la técnica de microdidlisis o voltametria e in vitro
mediante electrofisiologia han reportado que la concentraciéon de glutamato extracelular, fuera
de la hendidura sinaptica, puede modular la transmision excitatoria sinptica y la plasticidad
mediante complejos mecanismos de regulacion que involucran la activacién de receptores
glutamatérgicos, transportadores y antiporters de glutamato (Moussawi y col., 2011a).
Especificamente, estudios reportaron concentraciones de glutamato basal extracelular de 1-30
UM monitoreadas mediante microdialisis por el método de no net flux en diferentes regiones del
cerebro de diferentes especies de mamiferos. La mayoria de estos estudios, y particularmente
los realizados en NAc, encontraron niveles fisioldgicos entre 1 y 5 uM (Baker y col., 2003;
Melendez y col., 2005).

Fisioldgicamente, el glutamato basal extracelular se ha reportado que tiene
principalmente origen no sinaptico, ya que el bloqueo de la liberacion glial de glutamato
procedente del antiporter Cis-Glu produjo una disminucion significativa del 60% de los niveles
de glutamato extrasinaptico estriatal, mientras que la inhibicion de la liberacion vesicular
presinaptica de glutamato mediante el bloqueo de los canales de sodio y calcio dependientes de
voltaje produjo cambios menores (0-30%) (Baker y col., 2002), lo que indica que el origen
primario del glutamato basal extrasinaptico in vivo surge de la liberacion de glutamato no
vesicular por el antiporter Cis-Glu.

Presinapticamente, la liberacion de glutamato glial puede activar los receptores
mGIuR2/3 situados en regiones perisinapticas en las neuronas glutamatérgicas aferentes a NAc
(Moussawi y Kalivas, 2010). La estimulacion de los autorreceptores de glutamato atenta la
liberacion sinaptica mediante la activacion de los canales presinapticos de potasio, la inhibicién

de los canales presindpticos de calcio y la inhibicion directa de la liberacion vesicular
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(Moussawi y Kalivas, 2010). A nivel postsinaptico, el glutamato derivado de las células gliales
también puede activar el receptor mGIuR5 localizado en las MSNs GABAérgicas de NAc
(Kalivas, 2009).

Similar a la liberacién de glutamato de origen vesicular, la actividad del antiporter glial
esta regulada negativamente por la accion de los receptores mGIluR2/3 (Baker y col., 2002; Xiy
col., 2002). A su vez, como se observa en la figura 8, la recaptacion de glutamato extracelular
(de origen sinaptico y no sinaptico) mediante transportadores de glutamato, principalmente
GLT-1 expresado en astrocitos, limita el acceso del glutamato liberado sindpticamente al
espacio extracelular no sinéptico y a los receptores mGIuRs, y limita el acceso del glutamato
liberado no sinapticamente (a través del intercambio Cis-Glu) a la hendidura sinaptica y a los
receptores iGIuRs. En consecuencia, el glutamato derivado del intercambio Cis-Glu no estimula
facilmente los iGIuRs sinapticos (Kalivas, 2009).

Glutamato @
Cistina @
Glutamato
sinaptico
Neurona
Postsinaptica
Terminal

Presinaptico

@ Glutamato

extrasinaptico
e o
o0
Intercambiador
Cis/Glu
Astrocito

Figura 8. Versién simplificada de los mecanismos que regulan la homeostasis de glutamato. En la imagen se observa
el terminal presindptico glutamatérgico, la postsinapsis y la contribucién astroglial a este proceso homeostatico.
Imagen basada en la revision de Kalivas, 2009.
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Homeostasis de glutamato, estrés y adiccion

Numerosos estudios en modelos animales han reportado que proteinas criticas
encargadas del mantenimiento de la homeostasis de glutamato extracelular se hallaron alteradas
tras la exposicién a eventos estresantes o durante el periodo de abstinencia luego de la
administracion croénica de drogas.

Por un lado, se ha demostrado que la exposicion crénica tanto a cocaina como a nicotina
reduce la expresion de la subunidad catalitica XCT del intercambiador Cis/Glu que se expresa
predominantemente en la membrana de las células gliales, principalmente astrocitos (Kalivas,
2009; Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012). Sin embargo, la expresion del
XCT no se observé disminuida tras la administracion cronica de heroina (Shen y col., 2014) y
tampoco alterada su funcion 21 dias luego de la exposicion a una sesion de estrés en un modelo
experimental de estrés y vulnerabilidad a la adiccién a cocaina (Garcia-Keller y col., 2016).

La reducida expresion y funcion de xCT explica mecanisticamente los niveles basales
disminuidos de glutamato extrasinaptico observados después de la administracion crénica de
cocaina (Baker y col., 2003; Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012). Este
proceso sugiere la pérdida del tono de estimulacién de los autorreceptores mGIluR2/3 en NAc
core con el consecuente incremento de la actividad excitatoria, particularmente en la proyeccion
CPf-NAc core (Kalivas, 2009), lo que contribuiria a la potenciacién de la sefializacion de
glutamato durante la busqueda de drogas disparada por estrés, claves o una inyeccion de la
droga (McFarland y col., 2003, 2004; Scofield y Kalivas, 2014). Sumado a estas evidencias,
experimentos complementarios posteriores sugirieron un efecto protector de la estimulacion
astroglial empleando la novedosa técnica de DREADDs que permite el control farmacoldgico
de la sefializacion intracelular, en este caso dirigida especificamente a astrocitos. Este evento
fue relacionado con la sefializacion sinaptica de los receptores metabotrépicos de glutamato
mGIluR2/3 (Scofield y col., 2015), sugiriendo que la alteracion de la actividad astroglial puede
influir directamente en la conducta de blsqueda de droga.

Por otro lado, la expresion y funcion de GLT-1, transportador que trabaja de manera
coordinada con el sistema Xc’, se han reportado disminuidas en NAc core tras la exposicion
crénica a cocaina, nicotina, etanol y heroina (Das y col., 2015; Fischer-Smith y col., 2012;
Gipson y col., 2013; Knackstedt y col., 2010; Reissner y col., 2015; Sari y Sreemantula, 2012;
Shen y col., 2011, 2014). Esta alteracion también fue observada tras la exposicion a eventos
estresantes en distintas regiones del circuito de recompensa (Almeida y col., 2010; Rappeneau y
col., 2016; Zink y col., 2010) y particularmente en NAc core donde ha sido propuesto como un
evento clave que subyace tanto a la sensibilizacion conductual a cocaina inducida por estrés

como a la facilitacion de la autoadministracion de cocaina inducida por estrés (Garcia-Keller y
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col., 2016). En conjunto, estos resultados sugieren que la reducida expresion de GLT-1 es una
respuesta maladaptativa, notablemente consistente tras la exposicidn a estrés y drogas adictivas
de distintas caracteristicas farmacolégicas.

La disminucién de la captacion de glutamato retrasa la eliminacion del neurotransmisor
de la hendidura sinaptica, favorece el derrame de glutamato (spillover) y amplifica la magnitud
de la transmisién glutamatérgica. Ademas, la reduccion de la expresidén de GLT-1 permite que
el glutamato liberado sinapticamente acceda a los compartimentos no sinapticos (Kalivas, 2009)
y active potencialmente a los receptores postsinapticos localizados en la perisinapsis tales como
los receptores mGIuR5 y NMDA que contienen la subunidad NR2B (Kalivas y col., 2003).
Estos eventos producen un aumento de la concentracion de iones Ca** intracelular, la
potenciacion sinaptica (Schotanus y Chergui, 2008; Yashiro y Philpot, 2008) y el disparo de la
conducta de busqueda de droga (Kalivas, 2009). En apoyo a estas evidencias, se ha demostrado
que el antagonismo de los receptores NMDA que contienen la subunidad NR2B inhibe la
reinstalacion de la busqueda de heroina (Shen y col., 2011), nicotina (Gipson y col., 2013) y
etanol (Wang y col., 2010), lo que sugiere que estos receptores desempefian un papel en la
plasticidad sinaptica inducida por la administracion repetida de drogas de abuso.

Ademas de sus efectos sobre el glutamato extrasinaptico y el desborde de glutamato
producidos por la disminucién funcional y en los niveles de expresion de xCT y GLT-1,
respectivamente, la administracién crénica de una gran variedad de drogas de abuso también
puede inducir cambios directamente sobre la sefializacion glutamatérgica, a través de la
alteracion de los receptores mGIuR2/3 favoreciendo la liberacion de glutamato en NAc core.
Evidencias de este evento neuroquimico se ha demostrado tras la retirada de nicotina,
observandose una reduccién de la expresion y la funcién de estos receptores en NAc (Moussawi
y Kalivas, 2010). También se ha observado luego de la exposicion cronica a etanol (Meinhardt y
col., 2013) y a cocaina mediante la fosforilacion y la desensibilizacion de los receptores
mGIuR2/3 (Xi y col., 2002) y el incremento de la expresidn del activador de la sefializacion de
la proteina G (AGS3) que bloquea la funcién de los receptores mGluR2/3 tanto en CPf como en
NAc core (Kalivas, 2009; Kalivas y col., 2003).

El incremento en la liberacion de glutamato sinaptico disparado por la busqueda de
droga ha sido asociado a cambios plasticos en la morfologia de las espinas dendriticas, en el
trafico de receptores y el contenido de ciertas proteinas a nivel postsindptico (Kalivas, 2009).
Asi por ejemplo, un incremento en la liberacion de glutamato en NAc core durante la
reinstalacion de la blsqueda de nicotina, inducida por claves, ha sido relacionada a un
potenciado incremento en el didmetro de las cabezas de las espinas dendriticas de las MSNs en
comparacion con el incremento observado tras la abstinencia de la droga. Estos resultados se

correlacionaron con un incremento de la subunidad GIuR1 de los receptores AMPA, NR2A y
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NR2B de los receptores NMDA, cambios que consecuentemente denotaron un incremento en la
relacién de las corrientes AMPA/NMDA y un incremento en el tiempo de caida de las
corrientes NMDA mediadas por la subunidad NR2B (Gipson y col., 2013). Datos similares
fueron observados durante la reinstalacion de la bisqueda de cocaina y heroina (Spencer y col.,
2017; Sheny col., 2011, 2014).

Consistentemente, la liberacion de glutamato inducida por una inyeccién de cocaina 21
dias después de un tratamiento cronico no contingente con cocaina ha sido asociada a cambios
duraderos en la morfologia de espinas dendriticas, el contenido de proteinas y las propiedades
electrofisioldgicas en NAc core. Dichas alteraciones fueron observadas en animales expuestos a
un esquema de administracion repetida no contingente de cocaina que induce sensibilizacion a
las propiedades estimulantes y reforzantes de la droga (Robinson y Kolb, 2004; Martin y col.,
2006; Toda y col., 2006).

Particularmente, el aumento en el tamafio de las cabezas de las espinas dendriticas en
NAc core ha sido correlacionado con el incremento en la expresion de receptores AMPA, la
dinamica del citoesqueleto de actina y proteinas de la PSD en la membrana postsinaptica
observado a los 45 min de la administracion de cocaina (Shen y col., 2009; Anderson y col.,
2008; Toda y col., 2006). Sin embargo, 120 min después de la inyeccion de cocaina, cuando los
niveles extracelulares de glutamato se normalizaron, se observé la disminucién del tamafio de
las cabezas de las espinas acompafiadas de modificaciones en el citoesqueleto de actina y una
aparente reduccion de la expresion de los receptores AMPA de superficie (Boudreau y col.,
2007; Kourrich y col., 2007).

Hallazgos de nuestro laboratorio sefialan que la exposicion a estrés crénico por
restriccion de movimiento modifica la plasticidad sindptica en NAc core mediante la influencia
proactiva que ejerce el estrés sobre la capacidad de cocaina de inducir cambios en las proteinas
de unidn a actina (ABPs), el incremento en el tamafio de la PSD y el aumento de la expresion de
la subunidad GIuR1 de receptores AMPA tres semanas luego de la Gltima sesién de estrés
(Esparza y col., 2012). Estas rapidas adaptaciones observadas después de una inyeccion aguda
de cocaina, en animales previamente estresados, son consistentes con las alteraciones en la
homeostasis de glutamato en NAc core observadas 21 dias luego de una sesion de estrés
(Garcia-Keller y col., 2013, 2016). Esta disrupcion homeostatica se correlacion6 con un
incremento en la densidad de espinas dendriticas, un incremento de la fuerza sinaptica
establecida mediante el aumento de la relacion de las corrientes AMPA/NMDA, un incremento
en el tiempo de caida de las corrientes NMDA mediada por la subunidad NR2B que denot6 el
derrame perisinaptico de glutamato (Garcia-Keller y col., 2016).

La exposicién a estrés recapitula, en parte, la mayoria de los efectos de las drogas

adictivas, particularmente cocaina, en NAc core (Esparza y col., 2012; Garcia Keller y col.,
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2013, 2016). Asi, la desregulacion de la homeostasis de glutamato en NAC core parece ser un
evento compartido entre la exposicion a eventos estresantes y la administracion crénica de

drogas adictivas.

Modulacion neuroinmune de la homeostasis de glutamato: influencia del estrés y las

drogas de abuso

La exposicién repetida a drogas de abuso y estrés interactlan contribuyendo a la
secuencia progresiva de etapas que conducen a la adiccién (Volkow y col., 2016). En los
Gltimos afios, la sefializacion neuroinmune ha emergido como un potencial contribuyente al
desarrollo de los trastornos por consumo de alcohol, opioides y psicoestimulantes (Crews y col.,
2017; Lacagnina y col., 2016). Las drogas de abuso, al igual que el estrés, son potentes
estimulos capaces de desencadenar respuestas neuroinflamatorias (Frank y col., 2011,
Hutchinson y col., 2007; Weber y col., 2013).

La sefializacion neuroinflamatoria puede tener consecuencias beneficiosas capaces de
restablecer la homeostasis tisular 0 maladaptativas en la funcion cerebral en caso de prolongarse
en el tiempo iniciando cambios moleculares y conductuales (Crews y col., 2017; Frank y col.,
2011; Lacagnina y col., 2016). Con respecto a estudios in vivo en modelos animales de estrés y
adiccion, recientemente se ha reportado que la sensibilizacion a cocaina inducida por estrés
involucra mecanismos inmunoldgicos compartidos con humanos (Lo lacono y col., 2018).

En la dltima década, novedosas publicaciones en el campo de la adiccion han
demostrado que morfina activa a la microglia a través de TLR2 y que este evento media los
signos de abstinencia a la droga (Zhang y col., 2011). Ademas, se ha reportado que la activacion
microglial inducida por morfina subyace a la dependencia de la droga (Hutchinson y col., 2007)
y media las propiedades reforzantes de los opiaceos (Hutchinson y col., 2008). Con respecto a
cocaina, se ha descripto que su efecto reforzante estaria mediado, en parte, por la activacién de
la microglia a través de la union directa de cocaina a TLR4 (Northcutt y col., 2015). Sumados a
estos hallazgos, otros laboratorios indicaron que las células gliales se activan frente a la
administracion cronica de etanol (Crews y col., 2017) y metanfetamina (Liao y col., 2016).
Frente a la activacion por todas estas drogas de abuso, las células gliales son capaces de
incrementar la expresion de las citoquinas proinflamatorias (IL-1pB, IL-6 y TNF-a) (Crews y
col., 2017; Lacagninay col., 2016).

Otros estudios han demostrado que los glucocorticoides y las catecolaminas liberadas
tras la activacion del eje HHA y el sistema nervioso simpatico (SNS) en respuesta a estreés,
respectivamente, alteran la microglia residente del cerebro (Wohleb y Godbout, 2013),

induciendo profundos cambios morfoldgicos y funcionales (Mayhew y col., 2015; Walker y
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col., 2013, 2014) y modulando el inmunofenotipo de estas células gliales (Frank y col., 2007,
Nair y Bonneau, 2006; Tynan y col., 2010; Wohleb y col., 2011), lo que les otorga potencial
para producir cambios neuroplasticos (Frank y col., 2011).

La activacion microglial, inducida por la exposicion a estrés y la potenciacion de
procesos neuroinflamatorios, ha sido bloqueada por un antagonista del receptor de
glucocorticoides (Frank y col., 2012), sugiriendo que el estrés puede desplazar el microambiente
neuroinmune hacia un inmunofenotipo proinflamatorio, similar a lo que ocurre con las drogas
de abuso. Interesantemente, estudios han reportado que el estrés es capaz de sensibilizar a la
microglia ya que la exposicion a eventos estresantes o a glucocorticoides potencian las
respuestas proinflamatorias frente a estimulos inflamatorios como la administracion de drogas
de abuso (Crews y col., 2017; Frank y col., 2012) o LPS in vitro sobre la microglia aislada de
roedores expuestos previamente a estrés por shock eléctrico en las patas o estrés por derrota
social (Frank y col., 2007; Wohleb y col., 2011).

Aunque existen diversas maneras de como la activacion glial y la consiguiente
liberacion de mediadores inflamatorios podrian desempefiar un rol en el proceso adictivo, el
hecho de que los mediadores inflamatorios, tal como TNF-a, sean capaces de reducir la
expresion de GLT-1 (Tilleux y Hermans, 2007) aumentando asi la actividad de la
neurotransmision glutamatérgica, es un dato sumamente relevante asociado a la homeostasis de
glutamato y que no ha sido explorado aln en modelos animales de estrés y adiccién a cocaina.

El glutamato en el SNC no s6lo participa en procesos de plasticidad sinaptica sino que
ejerce un importante rol en la modulacién neuroinmune, influyendo en la funcién neuronal y
glial mediante su accion sobre sus receptores especificos.

Fisioldgicamente, la motilidad de la microglia esta regulada por la actividad neuronal y
particularmente por glutamato (Dissing-Olesen y col., 2014; Fontainhas y col., 2011). El
glutamato también puede inducir efectos neuroinflamatorios causados por mediadores
secundarios, tales como las citoquinas y gquemoquinas, y por la generacion de radicales libres
producidos por células gliales activadas (Hutchinson y col., 2007). Consistentemente, resultados
de nuestro laboratorio reportaron que la sensibilizacion a nivel inmune inducida por anfetamina
de manera paralela a lo que ocurre en el sistema limbico es mediada por un mecanismo
dependiente de glutamato (Assis y col., 2009).

Debido a que fisiolégicamente la glia participa activamente en la plasticidad sinaptica,
es plausible que la fisiologia alterada de estas células pueda contribuir a alteraciones en la
postsinapsis excitatoria y asi a la fisiopatologia de diversos trastornos neuroldgicos. La glia
gjerce su influencia sobre alteraciones en la plasticidad inducida por drogas a través de factores
inflamatorios que libera, alterando la transmision excitatoria y su sefializacion (Hutchinson y

col., 2007). Asi, por ejemplo, el TNF-a es necesario para el aumento de los receptores AMPA
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en superficie de membrana y la fuerza sinaptica (Stellwagen y Malenka, 2006). Ademas, la
elevada sefializacion proinflamatoria puede influir en la funcion neuronal al alterar
funcionalmente a los astrocitos.

Una combinacion de estudios in vivo e in vitro han reportado que en los astrocitos, la
exposicion al etanol induce la transcripcion de NFkB, lo que aumenta la expresion de los genes
inmunes innatos proinflamatorios (Pascual y col., 2007a; Zou y Crews, 2006, 2010) y reduce el
transporte de glutamato de los astrocitos (Zou y Crews, 2005). El aumento de los niveles de
glutamato extracelular provoca un aumento de la excitacion neuronal y activacion microglial
(Zou y Crews, 2006). La participacion de genes inmunes innatos en la reduccion de los
transportadores de glutamato y la consecuente hiperexcitabilidad reduce la funcién cortical
frontal que contribuye de manera critica a la neurobiologia de la adiccion (Crews y col., 2006;
Crews y col., 2011).

En conjunto, estas evidencias denotan que tanto las drogas de abuso como el estrés
tienen un importante impacto a nivel neuroinmune y en la homeostasis de glutamato en el SNC.
Dado que la transmision glutamatérgica se encuentra estrictamente regulada por los astrocitos y
la microglia mediante complejos mecanismos de intercomunicacion y que tanto las células
microgliales como astrogliales son susceptibles de ser alteradas a nivel funcional por la
exposicion a estrés y drogas de abuso, es 16gico pensar que cambios en las respuestas celulares
y moleculares de estas células gliales tras la exposicion a ambos estimulos contribuyan a la
desregulacion de la homeostasis de glutamato que subyace a respuestas conductuales alteradas
asociadas a desordenes de estrés y abuso de sustancias psicoactivas (Frank y col., 2011;
Lacagnina y col., 2016; Mayhew y col., 2015) y, mas aln, podrian ser la base de la

vulnerabilidad a la adiccion inducida por estrés.

Herramientas terapéuticas para restablecer la homeostasis de glutamato

Dado que la regulacién de la transmisién glutamatérgica es dirigida por el glutamato
extracelular, los mecanismos gliales de liberacion y recaptacion de glutamato son
particularmente relevantes en la basqueda de un tratamiento efectivo para la adiccion (Kalivas,
2009). Evidencias contundentes en modelos animales han reportado que el desarrollo de
conductas adictivas, puede ser inhibido mediante el restablecimiento de la homeostasis de
glutamato en NAc core a través de la restauracion de la expresion y funcién de GLT-1 y del
sistema Xc’, siendo ceftriaxona y NAC los farmacos mas empleados para tal fin.

Ceftriaxona, es un antibidtico B-lactdmico de la familia de las cefalosporinas de tercera
generacion, que se utiliza cominmente en el tratamiento de la meningitis bacteriana. Ademas de

su accion como antibiotico, se ha demostrado que ceftriaxona potencia la expresion y la funcion
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de GLT-1 y del sistema Xc  (Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012). A
través de este mecanismo favorece el incremento de la recaptacion de glutamato y la
normalizacion de los niveles de glutamato extrasinaptico. De esta manera, ceftriaxona actla
contrarrestando el desborde de glutamato y la consecuente plasticidad sinaptica en NAc core
desencadenados tras la administracion de drogas de abuso (Kalivas, 2009). Interesantemente, se
ha demostrado que el mecanismo por el cual ceftriaxona incrementa la expresion de GLT-1
involucra la via convencional de transcripcion mediada por NFKB (Lee y col., 2008).

Estudios conductuales en modelos animales han reportado que la administracion
repetida de ceftriaxona atentda la sensibilizacion psicomotora inducida por anfetamina
(Rasmussen y col., 2011) e inhibe la reinstalacion de la conducta de busqueda de cocaina
inducida por claves o una inyeccién de la droga (Knackstedt y col., 2010). El tratamiento con
ceftriaxona ha demostrado la capacidad de proporcionar una proteccion duradera contra la
reinstalacion de la conducta de blsqueda de cocaina cuando se administra semanas antes del
ensayo de reinstalacion conductual (Sondheimer y Knackstedt, 2011). Ademas, evidencias de
nuestro laboratorio demostraron que un tratamiento sistémico cronico con ceftriaxona fue capaz
de bloquear la expresion del fendmeno de sensibilizacion a cocaina y la facilitacion de la
conducta de autoadministracion de esta droga en animales previamente expuestos a estrés
(Garcia-Keller y col., 2016). Si bien estos datos son prometedores, aun no se ha evaluado la
eficacia de este farmaco en el tratamiento de la adiccion en humanos.

NAC, es un antioxidante precursor del glutatién y se utiliza comiUnmente en el
tratamiento de la intoxicacion por paracetamol (Murray y col., 2012). Se han reportado
multiples mecanismos de accidén para este farmaco. Estudios demuestran que tiene efecto
antioxidante, reduce la liberacién de citoquinas y modula la liberacién de dopamina asi como el
aumento de la liberacion de glutamato glial mediante el sistema Xc¢' (Murray y col., 2012).
Debido a que NAC es una pro-droga de la cistina, actla como sustrato del intercambiador Cis-
Glu, restaura la funcion del sistema Xc' y es capaz de restaurar la expresion de GLT-1y de la
subunidad catalitica xCT en animales con historia previa de exposicion a drogas adictivas
(Baker y col., 2003). Dado que favorece la liberacion de glutamato glial, NAC ha sido propuesta
como medio clave para la restauracion del tono inhibitorio de los receptores mGIluR2/3
presinapticos evitando potencialmente el desborde de glutamato e impidiendo la reinstalacion a
la bisqueda de la droga (Kalivas, 2009). En modelos animales se ha demostrado que la
administracion sistémica de NAC bloquea la reinstalacion de la conducta de busqueda de
cocaina, heroina y nicotina, efecto que se revierte al antagonizar los receptores mGIuR2/3 en
NACc core (Moussawi y col., 2011b).

El restablecimiento de la expresion de GLT-1 en NAc core, mediante un tratamiento

con NAC, fue necesario para la inhibicion de la reinstalacion de la conducta inducida tanto por
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claves como por cocaina (Reissner y col., 2015). NAC ha demostrado una ventaja terapéutica
adicional al ser eficaz no sélo cuando se administra durante la autoadministracion o antes de la
prueba de reinstalacion conductual (Madayag y col., 2007; Murray Yy col., 2012; Reichel y col.,
2011), sino que también facilita el aprendizaje de la extincién (Murray y col., 2012). La
administracion de NAC proporciona proteccion duradera contra la reinstalacion de la basqueda
de cocaina (Reichel y col., 2011).

En ensayos clinicos en humanos, NAC ha sido probada con éxito en pacientes con
dependencia a cocaina y nicotina, reportandose menores tasas de recaida al consumo de cocaina
y menor cantidad de cigarrillos fumados (Murray y col., 2012). Un dato altamente importante es
que estudios de resonancia magnética humana indican que NAC normaliza los niveles de
glutamato extracelular en NAc de personas dependientes a cocaina sin que se observe ningln
efecto en los individuos pertenecientes al grupo control (Schmaal y col., 2012).

Minociclina, una droga prometedora para el tratamiento de neuropatologias

Minociclina, es un antibiético del grupo de las tetraciclinas de segunda generacion que
se emplea para el tratamiento del acné, infecciones urinarias, enfermedades de transmision
sexual y otras infecciones producidas por micoplasmas, clamideas o treponemas (Jordan y col.,
2006). Ademas de sus usos terapéuticos como antibidtico, se ha sugerido que podria utilizarse
como farmaco neuroprotector en el tratamiento de ciertas patologias neurodegenerativas. Si bien
su efecto antibidtico estd dado por su union a la subunidad ribosomal 30S bacteriana,
impidiendo la interaccion del ARN mensajero (ARNm) con el ARN de transferencia (ARNt) y
por tanto la sintesis proteica, los mecanismos responsables de los efectos neuroprotectores de la
minociclina no son totalmente claros. Este farmaco posee un importante efecto frente a la
respuesta inflamatoria en el SNC ya que se ha reportado que tiene la capacidad de bloguear la
activacioén de la microglia y posee propiedades anti-inflamatorias, mecanismos se cree serian los
responsables de sus propiedades citoprotectoras en el SNC (Tikka y col., 2001).

La minociclina ejerce efectos protectores sobre la vasculatura y posee efecto inhibitorio
sobre la expresion y actividad de las metaloproteasas (MMP), enzimas responsables de la
remodelacién de la matriz extracelular (MEC). Tiene efecto antioxidante, modula importantes
vias de sefializacion intracelular y expresion de proteinas e inhibe las vias apoptéticas mediadas
por las mitocondrias (Jordan y col., 2006).

En modelos animales de adiccion se ha reportado que el tratamiento con minociclina ha
sido empleado con éxito para atenuar la autoadministracion de metanfetamina (Snider y col.,
2013). En un modelo de preferencia condicionada a un sitio (CPP), la minociclina fue capaz de

bloquear la preferencia al contexto asociado a cocaina en animales previamente expuestos a un
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protocolo de estrés por derrota social (Lo lacono y col., 2018). Ademas, en modelos animales
de dolor neuropéatico, minociclina modificé los registros electrofisiolégicos de neuronas en
etapas tempranas y fases cronicas, revelando un rol especifico de la microglia en la funcion
neuronal (Hains y Waxman, 2006).

Minociclina ha sido probada en una gran variedad de modelos experimentales de
neuropatologias que involucran la activacion de la microglia en su patogenia (Garrido-Mesa y
col., 2013). En cuanto a estudios clinicos, la eficacia de minociclina ain no ha sido evaluada en
el tratamiento de la adiccién en humanos. Recientemente se ha reportado que esta droga se
encuentra inmersa en ensayos clinicos para depresion (Rosenblat y col., 2018), esclerosis
maltiple (Metz y col., 2017) y accidente cerebrovascular hemorragico e isquémico (Fouda y
col., 2017), mientras que reportes previos sefialaron el estudio de este farmaco en fase Il y 11l
para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, Corea de Huntington y esclerosis lateral
amiotréfica (Bonelli y col., 2004; Traynor y col., 2006). Los datos publicados hasta la fecha
provienen de estudios en los que fundamentalmente se ha evaluado su seguridad y toxicidad
reportandose que minociclina, a dosis desde 100 mg hasta 400 mg diarios, resulta segura y no
produce efectos secundarios graves. Estos reportes son altamente prometedores aungue no

definitivos.

En conjunto, la extensa literatura hasta aqui reportada resalta la estrecha relacion
existente entre la transmision glutamatérgica y la funcion glial. Mas adn, estos hallazgos
evidencian que las alteraciones de los mecanismos glutamatérgicos y gliales forman parte de
un mecanismo comun inducido tanto por las drogas de abuso como por las experiencias
estresantes. Por lo tanto, el hecho de que la exposicion a estrés y drogas adictivas puedan
promover mecanismos neuroadaptativos compartidos, en el circuito de la motivacion, refuerza
la idea de que las alteraciones neurobioldgicas, inducidas por el estrés en el cerebro, preparan
el escenario para facilitar el desarrollo de conductas adictivas.

Si bien los estudios de nuestro y otros laboratorios en modelos animales de adiccion a
drogas e interaccion estrés-droga, empleando farmacos que restauran la funcién glial y
consecuentemente la homeostasis de glutamato, arrojaron datos prometedores, se desconoce el
rol jugado por la microglia en los mecanismos glutamatérgicos en NAc core que median la

vulnerabilidad a la adiccion inducida por estrés cronico.
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HIPOTESIS

Existen observaciones preclinicas claves que sustentan la hipétesis de esta tesis: 1) en
modelos animales se han reportado mecanismos neurobiolégicos comunes, inducidos por la
exposicion aguda y cronica a estrés y cocaina, en la aferencia prefrontal glutamatérgica hacia
NAC core gue subyacen la potenciacién del efecto estimulante motor de cocaina (Esparza y col.,
2012; Garcia-Keller y col., 2013), la facilitacién de la adquisicion de la autoadministracion de
cocaina (Garcia-Keller y col., 2016) y la conducta de blsgqueda de la droga en animales
sometidos a un protocolo de extincion conductual (Baker y col., 2003; McFarland y col., 2003;
Moussawi y col., 2011b; Kalivas, 2009), 2) la manipulacion farmacoldgica de los mecanismos
gliales que regulan la transmision glutamatérgica, alterados tras la administracion cronica de
cocaina, restablece la homeostasis de glutamato en NAc core y revierte los cambios
conductuales (Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012), 3) Minociclina, una
droga que restaura la funcién de la microglia, ha sido probada con éxito en diferentes modelos
animales de adiccion a drogas (Snider y col., 2013; Lo lacono y col., 2018; Zhang y col., 2006).

Sobre la base de estas contundentes evidencias, presumimos que la microglia, en
estrecha relacion con los astrocitos, ejerce un rol primordial en la influencia proactiva del estrés
sobre la homeostasis glutamatérgica en NAc core, lo que subyace a la vulnerabilidad al
desarrollo de sensibilizacién conductual a cocaina y la facilitacion de la autoadministracion de

esta droga.

OBJETIVO GENERAL

A pesar de los valiosos progresos realizados y los prometedores avances llevados a cabo
los Gltimos afios hacia la comprension de las bases bioldgicas de los trastornos de estrés y el uso
de sustancias psicoactivas, los mecanismos neurobiol6gicos que subyacen a la comorbilidad
entre ambos desordenes ain no han sido totalmente dilucidados. Mas adn, el rol que cumple la
microglia en la homeostasis de glutamato en NAc core y su influencia en la comorbilidad entre
estos trastornos no han sido estudiados.

El objetivo principal de este estudio es evaluar el rol que desempefia la microglia en la
influencia de la exposicion a estrés crénico sobre los mecanismos glutamatérgicos (gliales,
presinapticos y postsinapticos) en NAc core y su impacto en la sensibilizacion conductual a
cocaina y la vulnerabilidad al desarrollo de adiccién en un modelo de autoadministracion
mediante un tratamiento farmacoldgico sistémico con minociclina, un potente inhibidor de la

activacion de la microglia con propiedades anti-inflamatorias.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo Especifico 1. Determinar la influencia de la exposicion a estrés crénico sobre el

efecto estimulante motor de cocaina y la liberacion de dopamina en NAc core y shell.

Evidencias de nuestro y otros laboratorios han demostrado que la exposicion a una o
varias sesiones de estrés inducen cambios a largo plazo en la transmision dopaminérgica en
NAc, core y shell, que conducen a la expresion del fenémeno de sensibilizacion cruzada a
cocaina (Boyson y col., 2011, 2014; Garcia-Keller y col., 2013, 2016) o anfetamina (Pacchioni
y col., 2007). La expresion del fendmeno de sensibilizacion cruzada al efecto estimulante motor
de anfetamina fue asociada a una potenciacion de la liberacion de dopamina en NAc core y shell
24 h luego de la exposicion a una sesion de estrés por restricion de movimiento, fendmeno que
persistié 7 dias exclusivamente en NAc core (Pacchioni y col., 2007). Resultados similares
fueron observados en NAc core, pero no en shell, en respuesta a cocaina 21 dias después de una
sesion de estrés (Garcia-Keller y col., 2013).

Este objetivo propone validar el modelo de sensibilizacién conductual a cocaina
inducido por estrés crénico evaluando el efecto estimulante de cocaina (15 mg/kg i.p.) sobre la
actividad locomotora y la liberacidén de dopamina en NAc, core y shell, dos semanas después de

la Gltima sesidn de estrés por restriccion de movimiento.

Objetivo Especifico 2. Determinar la influencia de la exposicién a estrés crénico en la

homeostasis de glutamato en NAc core y shell.

Diversos estudios han reportado que el glutamato extracelular se encuentra distribuido
en compartimentos sinaptico, perisinaptico y extrasinaptico a diferentes concentraciones, las
cuales son reguladas mediante diferentes mecanismos (Moussawi y col., 2011a; Pendyam y col.,
2009). Los principales reguladores de los niveles extracelulares de glutamato son el
intercambiador Cis-Glu, que constituye la fuente primaria de glutamato extracelular que modula
la liberacion sinaptica de glutamato por actuar sobre los receptores mGIuR2/3 presinapticos
(Baker y col., 2002) y el transportador de glutamato GLT-1 expresado principalmente en los
astrocitos (Danbolt, 2001; Danbolt y col., 2016).

El GLT-1 es el principal transportador glutamatérgico del prosencéfalo, el cual remueve
por recaptacion aproximadamente el 90-94% del total de glutamato extracelular proveniente de
fuente sinaptica y extrasinaptica (Tanaka y col., 1997; Danbolt, 2001). Estudios en modelos
animales han demostrado que la discontinuacion de la autoadministracion de cocaina, nicotina y

heroina induce una reducida expresion del transportador GLT-1 en NAc core (Knackstedt y col.,
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2010, Gipson y col., 2013, Shen y col., 2014; Trantham-Davidson y col., 2012) y
consecuentemente una alteracion en la homeostasis glutamatérgica (Knackstedt y col., 2010,
Gipson y col., 2013; Sheny col., 2011, 2014; Trantham-Davidson y col., 2012). En consistencia
con estos hallazgos, estudios previos de nuestro laboratorio demostraron resultados similares en
NAC core 21 dias luego de una sesién de estrés (Garcia-Keller y col., 2013, 2016).

Aunque el rol desempefiado por la transmision glutamatérgica a nivel de NAc en las
alteraciones conductuales relacionadas con la adiccién a drogas inducidas por estrés agudo o por
la administracion cronica de cocaina ha sido ampliamente estudiado, la participacién del sistema
glutamatérgico en el incremento a largo plazo del efecto estimulante motor de cocaina inducido
por estrés cronico no ha sido caracterizada aun. Por ello, este objetivo propone evaluar la
influencia de la exposicion cronica a estrés sobre el efecto estimulante de cocaina (15 mg/kg
i.p.) en la liberacién de glutamato en NAc, core y shell, mediante la técnica de microdialisis in
vivo. Sobre la base de estos resultados, este objetivo propone evaluar la concentracion basal de
glutamato extracelular mediante el método de no net flux y la expresion del transportador de
glutamato GLT-1 en fraccion de membrana mediante western blot en NAc en animales

previamente estresados.

Objetivo Especifico 3. Evaluar la participacién de la microglia en la expresion del
fendmeno de sensibilizacién conductual a cocaina inducido por estrés cronico mediante un

tratamiento sistémico con minociclina.

Un rol distintivo de la microglia, representado por alteraciones dindmicas en su estado
de activacion (Walker y col., 2014), ha sido atribuido al desarrollo de respuestas conductuales
alteradas tras la exposicién repetida a estrés y cocaina (Kreisel y col., 2013; Lewitus y col.,
2016; Walker y col., 2013). Mas aln, la alteracion funcional del circuito de la motivacion
mediada por la activacion de la microglia luego de la exposicidén a experiencias estresantes
como el dolor crénico ha sido vinculada a conductas adictivas (Taylor y col., 2015).

Sobre la base de estas evidencias, este objetivo propone determinar si la microglia
contribuye a la expresion de la sensibilizacion conductual cruzada a cocaina inducida por estrés

crénico mediante un tratamiento sistémico con minociclina.

Obijetivo Especifico 4. Estudiar la influencia de la exposicion a estrés crénico sobre la

morfologia y funcion de la microglia en NAc core.

Considerando que: 1) las células microgliales constituyen el sistema inmune innato del

cerebro, son extremadamente plasticas (Kreutzberg, 1996) y sus cambios morfolégicos han sido
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correlacionados con distintos estados funcionales (Streit y col., 1988), 2) el glutamato
extracelular, cuya concentracion evaluada en NAc core en el objetivo 2 se encontro alterada 21
después de la exposicidn a estrés, es capaz de inducir neuroinflamacion (Boldyrev y col., 2005),
liberacion de citoquinas proinflamatorias (Milligan y Watkins, 2009) y cambios significativos
en la extension y numero de procesos microgliales (Eyo y col., 2014), 3) las alteraciones
morfoloégicas, fenotipicas y funcionales de la microglia en éareas cerebrales que constituyen el
circuito de la motivacion han sido evidenciadas en respuesta no sélo a una gran variedad de
protocolos de estrés, sino también a la administracion repetida de drogas de abuso (Lewitus y
col., 2016; Lacagnina y col., 2016; Walker y col., 2013) y que, 4) en respuesta a
psicoestimulantes y estrés crénico se ha observado un perfil de expresion de citoquinas
proinflamatorias alterado (Yamada y Nabeshima, 2004; Grippo y col., 2005; Frank y col.,
2012); en nuestro modelo experimental resulta clave determinar la influencia de la exposicion a
estrés cronico sobre la morfologia y funcion de la microglia en NAc core dos semanas luego de
la Gltima sesion de estreés.

Este objetivo propone: 1) evaluar la morfologia de la microglia, el nimero de células
que expresan Iba-1 (marcador de microglia) y la inmunoreactividad de Iba-1 mediante la técnica
de inmunofluorescencia, 2) cuantificar los niveles de expresién de ARNm que codifican para
citoquinas proinflamatorias (TNF-o. e IL-1B) mediante PCR real time y, 3) determinar la
influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre todos estos parametros a evaluar
con el fin de corroborar el efecto inhibidor de la activacion de la microglia y las propiedades

anti-inflamatorias de esta tetraciclina.

Objetivo Especifico 5. Determinar la contribucion de la microglia en la influencia de la
exposicién a estrés cronico sobre la expresion de GLT-1, la inmunoreactividad de GFAP y
la concentracion basal de glutamato extracelular en NAc core mediante su modulacién con

un tratamiento sistémico con minociclina.

La transmision glutamatérgica esta finamente regulada por las células gliales. Estudios
en modelos animales de epilepsia o dolor cronico han reportado que periodos de intensa
actividad neuronal glutamatérgica alteran criticamente el estado fisiologico de la microglia (Eyo
y col., 2014), y posteriormente, el estado funcional de los astrocitos (Milligan y Watkins, 2009).
Una importante liberacion de gutamato en NAc core ocurre frente a situaciones de estrés
(Moghaddam, 1993) o busqueda de drogas adictivas (Madayag y col., 2007; LaLumiere y col.,
2008). Ambos estimulos son capaces de inducir importantes perturbaciones de la funcién glial
promoviendo, a su vez, la alteracion de los mecanismos glutamatérgicos (Mayhew y col., 2015;
Kalivas, 2009).
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El glutamato, ademas de su rol en la plasticidad sinaptica en el SNC, induce eventos
neuroinflamatorios ya que causa liberacion de citoquinas por su accion sobre células gliales
(Hutchinson y col., 2007). Estos mediadores inflamatorios, producidos tras la activacion del
sistema inmune innato en el cerebro, han sido asociados directamente a la modulacién de
mecanismos glutamatérgicos tal como la regulacion de los niveles de expresién de
transportadores glutamatérgicos (Tilleux y Hermans, 2007).

Este objetivo propone investigar si la microglia contribuye a la desregulacion de la
homeostasis de glutamato inducida por estrés (evaluada durante el desarrollo del objetivo 2)
mediante la evaluacion del efecto de un tratamiento sistémico con minociclina en la influencia
de la exposicion a estrés cronico sobre: 1) la expresion de GLT-1 mediante la técnica de
western blot, 2) la inmunoreactividad de GFAP (marcador de astrocitos) determinada por
inmunofluorescencia y, 3) la concentracion basal de glutamato extracelular en NAc core

mediante el método de no net flux.

Objetivo Especifico 6. Estudiar el rol de la microglia en la influencia de la exposicion a
estrés cronico sobre la morfologia de espinas dendriticas en NAc core mediante su

modulacion con un tratamiento sistémico con minociclina.

Las espinas dendriticas son el sitio postsindptico de la mayoria de las sinapsis
excitatorias del SNC (Harris y Kater, 1994), asi como el blanco de los cambios plasticos
dependientes de experiencias (Kasai y col., 2003).

Las alteraciones persistentes en los mecanismos glutamatérgicos observados luego de la
exposicion a estrés y la autoadministracion de drogas de abuso han sido asociadas a duraderas
adaptaciones postsinapticas, estructurales y funcionales, en las MSNs (Garcia-Keller y col.,
2016; Kalivas, 2009; Knackstedt y col., 2010; Scheyer y col., 2014; Trantham-Davidson y col.,
2012).

Sumado al efecto de glutamato a nivel postsinaptico, mecanismos microgliales
discretos, inducidos por experiencias estresantes y la administracion de drogas adictivas, han
sido asociados directamente a cambios plasticos postsinapticos (Wohleb y col., 2018; Lewitus y
col., 2016; Clark y col., 2015).

Considerando estos antecedentes, los resultados obtenidos en el objetivo 5, los cambios
a nivel postsinaptico observados previamente en nuestro laboratorio (Esparza y col., 2012;
Garcia-Keller y col., 2016) y la influencia de minociclina sobre la actividad neuronal en
modelos experimentales de dolor cronico (Hains y Waxman, 2006); este objetivo propone
estudiar la influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la densidad y la

morfologia de las espinas dendriticas de NAc core en animales previamente estresados.
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Objetivo Especifico 7. Evaluar el efecto de un tratamiento sistémico con minociclina en la

influencia facilitadora del estrés cronico sobre la autoadministracion de cocaina.

El desarrollo del fendbmeno de sensibilizacién conductual es altamente predictivo de la
conducta de autoadministracion de drogas, ya que facilita la adquisicion de dicha conducta y
constituye un factor clave en los primeros encuentros con la droga (Robinson y Berridge, 2001).

La influencia del estrés en la autoadministracién de drogas ha sido documentada por
estudios previos de nuestro y otros laboratorios (Piazza y Le Moal, 1998; Boyson y col., 2011,
2014; Garcia-Keller y col., 2016).

Estudios enfocados en los efectos del estrés a nivel neuroinmune han reportado que la
sensibilizacion neuroinflamatoria inducida por diferentes tipos de estimulos estresantes
constituye un factor predisponente para el desarrollo de trastornos psiquiatricos en los que la
neuroinflamacion forma parte de su patogenia (Frank y col., 2007, 2011, 2016; Johnson y col.,
2004; Weber y col., 2013; Wohleb y col., 2011, 2012). De manera consistente, el efecto de
minociclina ha sido probado con éxito en un estudio dosis-respuesta en un modelo de
autoadministracion de metanfetamina (Snider y col., 2013). Sin embargo, hasta la fecha no
existen estudios que reporten la participacion de la microglia en la potenciacion de la conducta
de autoadministracion de cocaina inducida por estrés. Por ello, este objetivo propone estudiar el
efecto de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la influencia facilitadora del estrés
crénico en la adquisicién de la conducta de autoadministracién y la especificidad de la
participacion de la microglia mediante la evaluacion de la adquisicién de la conducta de

autoadministracion de un reforzador natural como la sacarosa.
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1. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

1.1. Animales

Los experimentos fueron realizados utilizando ratas macho adultas de la cepa Wistar
provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina y ratas macho adultas de la cepa Sprague Dawley provenientes de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

Al momento de inicio del protocolo experimental, tenian aproximadamente 2 meses de
edad (= 1 semana) y se encontraban en un peso aproximado de 280-330 g. Fueron alojadas de a
cuatro en sus cajas hogar (12 cm x 30 cm x 50 cm), fueron mantenidas a 22°C + 1°C bajo un
ciclo de luz/oscuridad de 12 h (comenzando el ciclo de luz a las 7:00 h y finalizando a las 19:00
h) y dispusieron de libre acceso a alimento y agua. Es importante destacar que antes de iniciar
los procedimientos experimentales, los animales de ambas cepas fueron habituados durante una
semana a la habitacién de tratamiento donde fueron alojados durante el procedimiento
experimental.

Los animales de la cepa Sprague Dawley fueron seleccionados Unicamente para llevar a
cabo los experimentos de autoadministracion. Estos experimentos se realizaron durante el ciclo
de oscuridad, el cual fue invertido durante el proceso experimental (iniciando el ciclo de
oscuridad a las 7:00 h y finalizando a las 19:00 h). Luego de la cirugia a la cual fueron
sometidos, estos animales fueron alojados de a dos en sus cajas hogar para garantizar un mejor
cuidado de los mismos. Para méas detalles ver la descripcién del modelo experimental.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de cuidado y
uso de animales (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina (Resolucion Decanato FCQ-UNC 1393/2018) de acuerdo con la
reglamentacion para el cuidado y uso de animales de laboratorio del National Institute of Health
(NIH, USA).

1.2. Drogas

Se utiliz6 clorhidrato de cocaina (Laboratorios Verardo, Buenos Aires, Argentina)
disuelto en solucion salina isotonica estéril (NaCl 0,9% p/v) y clorhidrato de minociclina
(generosamente donado por Laboratorios RAYMOS, Buenos Aires, Argentina) disuelto en
solucion de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) al 5% v/v y llevado
apH=7,4 con NaOH 0,1 M.
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1.3. Estrés cronico por restriccion de movimiento

Los animales fueron asignados al azar a los siguientes grupos experimentales: Estrés y
No-Estrés. Los animales pertenecientes al grupo Estrés fueron expuestos a estrés cronico por
restriccion de movimiento (2 h/dia) durante siete dias consecutivos, dentro del horario de las
10:00 a 14:00 h durante el ciclo de luz (Capriles y Cancela, 1999). El dispositivo para inducir
estrés consta de un cilindro acrilico de Pexiglas que contiene ranuras para permitir la respiracion
normal del animal y una compuerta de acrilico con una pequefia abertura, la cual permite que la
cola del animal permanezca fuera del dispositivo. Los animales pertenecientes al grupo No-
Estrés fueron mantenidos en sus respectivas cajas hogar con la Unica manipulacién que se
requiere para el cuidado de los mismos (pesaje y limpieza de las cajas dos veces por semana).
Luego de cada sesion de estrés, los animales mostraron aspecto saludable, lo cual fue
evidenciado al evaluar la textura del pelo y peso corporal (Cancela y col., 1996). Tampoco se
detectaron diferencias en relacion al pelaje y peso entre las ratas no estresadas y las previamente
estresadas al momento de ser sacrificadas para tomar muestras para estudios bioquimicos o

realizarse los experimentos conductuales y neuroguimicos.

1.4. Tratamiento con minociclina

El clorhidrato de minociclina fue seleccionado por su capacidad para inhibir la
activacién de microglia in vivo (Tikka y col., 2001) y por sus propiedades anti-inflamatorias
(Kobayashi y col., 2013). Los animales fueron asignados aleatoriamente a la inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de solucion vehiculo (Veh; DMSO 5% v/v/12 h i.p.) o solucién de
clorhidrato de minociclina (Mino; 30 mg/Kg/12 h i.p.), constituyéndose asi los siguientes
grupos experimentales: No-Estrés/Vehiculo (No-Estrés/Veh), Estrés/Vehiculo (Estrés/VVeh), No-

Estrés/Minociclina (No-Estrés/Mino) y Estrés/Minociclina (Estrés/Mino).

1.5. Modelo experimental de sensibilizacion cruzada a cocaina inducido por estrés

Luego de una semana de aclimatacion a la habitacion de tratamiento, el paradigma de
sensibilizacion cruzada estrés-cocaina consistié en una fase de induccion de la sensibilizacion,
donde los animales asignados al azar al grupo Estrés fueron sometidos a estrés cronico por
restriccién de movimiento (2 h/dia) durante siete dias consecutivos (dias 1-7), mientras que los
animales No-Estrés fueron mantenidos en sus respectivas cajas hogar. Desde el dia 8 al dia 20,
todos los animales permanecieron en sus respectivas cajas hogar con la Unica manipulacion que

se requiere para el cuidado de los mismos.
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Los animales fueron asignados al azar a los diferentes experimentos. El dia 21 (dos
semanas luego de la Gltima sesion de estrés) se llevaron a cabo los experimentos conductuales,
neuroquimicos y bioguimicos, y los animales recibieron una inyeccion i.p. de solucién salina
(Sal) y/o cocaina (Coc; 15 mg/Kg) dependiendo del experimento al que fueron asignados. La
figura 9 corresponde a un esquema general del protocolo experimental utilizado en los

experimentos incluidos en los objetivos 1y 2.

Aclimatacion Estrés o
Dias |_&ncaja hogar | No-Estrés | Caja hogar | |
7-0 I 1-7 I 8-20 [ 21 |

L

7
[ T Estudios conductuales:
. 8 Registro de actividad locomotora.
L

Estudios bioquimicos:
Expresion de GLT-1 en NAc core por Western Blot.

Estudios neuroquimicos por microdialisis in vivo:
- Monitoreo de dopamina y glutamato extracelular en
NAc core y shell por microdialisis in vivo.

- Monitoreo de glutamato extracelular basal en
NAc core por microdialisis in vivo (método: no net flux).

Figura 9. Protocolo experimental empleado para evaluar la expresion de sensibilizacion conductual a cocaina
inducida por la exposicidn cronica a estrés y estudiar los mecanismos neuroquimicos y bioquimicos asociados al

fendmeno.

Con el objetivo de evaluar la participacion de microglia en los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen a la sensibilizacion conductual cruzada a cocaina inducida por
estrés cronico, se llevé a cabo el mismo protocolo experimental previamente descripto con la
Unica diferencia que a partir del dia 16 después de la primera sesion de estrés, los animales del
grupo Estrés y No-Estrés recibieron un tratamiento i.p. con clorhidrato de minociclina (30
mg/Kg) o vehiculo cada 12 h (diez dosis consecutivas) hasta el dia 21. El dia 21 recibieron la
Gltima dosis de tratamiento (Mino o Veh) al menos 4 h antes del registro de actividad
locomotora en respuesta a una inyeccion aguda de solucion salina (Sal; i.p.) y cocaina (Coc; 15
mg/Kg i.p.).

Por otro lado, con el fin de determinar la influencia del tratamiento sistémico con
minociclina en el efecto a largo plazo de la exposicion a estrés cronico sobre la homeostasis de
glutamato y la funcion de células gliales (microglia y astrocitos), el dia 21 (dos semanas después
del dltimo episodio de estrés) se llevaron a cabo experimentos neuroquimicos, bioquimicos y
microscopicos. Al igual que en el experimento conductual, la Gltima dosis de tratamiento (Mino
0 Veh) se administr6 aproximadamente 4 h antes de la toma de muestras. La figura 10
corresponde a un esquema general del protocolo experimental utilizado en los experimentos

incluidos en los objetivos 3, 4,5y 6.
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Vehiculo o Minociclina
(30 mg/kgi12 hi.p.)

VYYYYYYYY

Aclimatacion Estrés o
Dias |_&ncajahogar | No-Estrés | Caja hogar | | |
7-0 [ 1-7 [ 8-15 [ 16 - 20 [ 21 |

¥y

F'F Estudios conductuales:

’ : N Registro de actividad locomotora.

ﬁ. 4 .. Estudios bioquimicos en NAc core:
. W -

- Expresion de GLT-1 por Western Blot.
- TNF-a e IL-18 (ARNm) por PCR en tiempo real.

Estudios neuroquimicos en NAc core:
Monitoreo de glutamato extracelular basal
por microdialisis in vivo (método: no net flux).

Estudios microscopicos en NAc core:
- Analisis morfolégico de espinas dendriticas por tincién con Dil.
- Andlisis morfolégico de microglia e inmunoreactividad
de Iba-1 y GFAP por inmunofluorescencia.

Figura 10. Protocolo experimental empleado para evaluar la influencia del tratamiento con minociclina en la
expresion de sensibilizaciéon conductual a cocaina inducida por la exposicion crdnica a estrés y en los mecanismos

neuroquimicos, moleculares y celulares asociados a la exposicion a estrés.
1.6. Modelo experimental de autoadministracion de cocaina inducido por estrés

Luego de una semana de aclimatacién a la habitacion de tratamiento, los animales
asignados al azar al grupo Estrés fueron sometidos a estrés cronico por restriccion de
movimiento (2 h/dia) durante siete dias consecutivos (dias 1-7), mientras que los animales No-

Estrés fueron mantenidos en sus respectivas cajas hogar.

Vehiculo o Minociclina (30 mg/kg/12 h i.p.)

A AARAR AR AARAAAAAAAAA]

Aclimatacion Estrés o
Dias |_&ncajahogar | No-Estrés | Caja hogar | Cirugia | |
7-0 [ 1-7 [ 8-9 [ 10-14] 16-20 [ 21-30 |
F‘ Autoadministracion
U8y endovenosa de cocaina (0,2 mg/infusion)
9

Figura 11. Protocolo experimental empleado para evaluar la influencia del tratamiento con minociclina en la
facilitacion de la adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina en animales previamente expuestos a

estrés.

Desde el dia 10 al dia 14 después de la primera sesion de estrés, los animales fueron
expuestos a una cirugia para la implantacion permanente de un catéter en la vena yugular. A

partir del dia 16 después de la primera sesion de estrés, los animales del grupo Estrés y No-
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Estrés recibieron un tratamiento con clorhidrato de minociclina (Mino; 30 mg/Kg, i.p.) o
vehiculo (Veh; DMSO 5%, i.p.) cada 12 h, el cual se extendid hasta finalizar el experimento
conductual (dias 16-30). Luego de la recuperacion de la cirugia y a partir del dia 21, los
animales fueron expuestos a un paradigma diario (2 h/dia) de autoadministracién endovenosa de
cocaina (0,2 mg/infusién) en cajas de conducta operante (Med Associates Inc., St Albans, VT,
USA) bajo un esquema de razén fija 1 (FR1) durante 10 dias (dias 21-30) basado en el
protocolo de Garcia-Keller y col. (2016). La figura 11 corresponde al protocolo de

autoadministracion de cocaina incluido en el objetivo 7.

2. ESTUDIOS CONDUCTUALES

2.1. Registro de actividad locomotora

La actividad locomotora fue monitoreada utilizando un equipo llamado actdgrafo, el
cual consta de ocho cajas rectangulares (30 cm x 19 cm x 46 cm) equipadas con dos fotocélulas
de rayos infrarrojos localizados 3 cm por encima del piso de cada caja y acopladas a una
computadora cuyo software traduce la interrupcion de cualquiera de los haces de luz a una
cuenta de fotocélula (LIADE, FCEFyN-UNC, Cérdoba, Argentina).

El dia 21 del esquema experimental, los animales se colocaron individualmente en cada
caja, el test conductual consistio en registros de actividad locomotora horizontal durante 240
minutos (min) y las interrupciones de los haces se registraron en intervalos de 10 min. Al iniciar
el experimento conductual, los animales fueron expuestos a un periodo de habituacién de 60
min. Luego, recibieron una inyeccién i.p. de solucion salina y se registr6 la actividad motora
durante 60 min. Los mismos animales recibieron posteriormente una dosis desafio de cocaina
(15 mg/kg, i.p.) y el monitoreo en respuesta a la droga se realiz6 durante 120 min. Los datos
fueron expresados como el promedio de las cuentas cada 10 min a lo largo del test para cada
grupo experimental o el promedio de las cuentas totales luego de la inyeccién de salina o
cocaina para cada grupo experimental. La eleccion de la dosis de cocaina se realizd en base a
resultados previos del laboratorio obtenidos en experimentos conductuales a partir de un estudio

dosis-respuesta (Garcia-Keller y col., 2013).

2.2. Autoadministracion

2.2.1. Construccion del catéter

Los catéteres intravenosos (figura 12) fueron construidos en el laboratorio a partir de

una canula tipo conector (numero de catdlogo PHM-131, Med Associates Inc.) formada por un
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tubing metélico de extremos romos de calibre 22 G en forma de “L” incrustado sobre un
pedestal plastico en cuya base se adhirié una malla quirtrgica monofilamento de polipropileno
(Atrium, NH, USA; nimero de catdlogo 1000606-00) fijada con cemento dental. Este pedestal
conector permite la conexion con el brazo pendular de administracion de drogas durante cada
sesion de autoadministracion. EI extremo del tubing metélico que asoma por el lateral del
pedestal fue conectado a un tubing de silicona de grado médico de 12,5 cm de longitud
(Platinum cured silicone tubing, ETC International S.A., Argentina; nimero de catalogo 72-
1042; 0,3 mm didmetro interior x 0,6 mm didmetro exterior). A 2,5 cm de largo del otro
extremo del tubing de silicona, se sujetd un collar de silicona que sirve de tope para anclar el
catéter a la vena yugular al momento de su implantacion. Se afiadié un tubing protector de
silicona de grado medico (Platinum cured silicone tubing, ETC International S.A., Argentina;
numero de catalogo 72-1044; 0,6 mm de didmetro interior x 1,2 mm de didmetro exterior) de
2,5 cm de longitud a modo de funda para proteger la conexién de alta presion entre el tubing
metalico de la canula tipo conector y el tubing de silicona que se introduce en la vena. Antes de

su implantacion, los catéteres fueron esterilizados.

Canula
— Conector Tubing de
silicona Collar de
= silicona
\\_ Mallade e \
polipropileno —

Figura 12. Catéter endovenoso construido en el laboratorio a partir de una canula tipo conector asociada a una malla

de polipropileno en su base y conectada a un tubing de silicona.

2.2.2. Procedimientos de autoadministracion: cirugia y mantenimiento postoperatorio

Desde el dia 10 al 14 después de la primera sesion de estrés, los animales asignados al
experimento de autoadministracion de cocaina fueron sometidos a una cirugia de implantacion
de un catéter, de manera permanente, en la vena yugular (Garcia-Keller y col., 2016). Para ello,
todos los animales fueron anestesiados con ketamina (55 mg/kg i.p.; Holliday, Argentina) y
xilazina (11 mg/kg i.p.; Kensol-Kénig, Argentina). Durante el procedimiento quirdrgico se
realizaron tres incisiones, dos en la parte superior del lomo del animal y otra en el cuello. El
catéter fue introducido subcutaneamente en la parte superior del lomo a 2 cm de la zona
interescapular de la rata y dirigido hacia la region ventral del cuello del animal. Alli, fue
introducido en la vena yugular hasta el tope presente en el tubing de silicona que conforma el

catéter y fue sujetado a la vena con hilos para sutura quirdrgica. Las incisiones fueron suturadas
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y se administré polvo cicatrizante (Laboratorios Andrémaco, Argentina). Para cerrar el circuito
y evitar posibles infecciones, el extremo externo del tubing metalico del pedestal conector se
protegié con un tapdén de silicona y un dispositivo metalico. Esta proteccion fue mantenida
durante todo el protocolo experimental y solo fue retirada al momento de realizar algin
tratamiento y durante el test de autoadministracién. Luego de la cirugia y antes de iniciar el
esquema conductual, los animales se recuperaron durante una semana. Desde el dia de la
cirugia, los animales fueron administrados diariamente por via endovenosa con 0,2 ml de
solucion de clindamicina (15 mg/ml; Pfeizer, Argentina), siguiendo un protocolo de 5 dias para
prevenir infecciones y 0,1 ml de solucién de heparina sddica (200 Ul/ml) hasta terminar el

experimento para evitar la formacion de coagulos y mantener la fluidez en el catéter.
2.2.3. Equipo de autoadministracion
Las sesiones de autoadministracion se llevaron a cabo en cajas de conducta operante

(Med Associates Inc.) colocadas dentro de cubiculos de atenuacion de sonido con extractores

que enmascaran ruidos externos (figura 13).

A.

Figura 13. A) Cubiculos de atenuacion de sonido que contienen en su interior las cajas de conducta operante. B)
Cajas de conducta operante. C) Interfase (equipo color azul), sitio de conexion de todas las cajas de conducta
operante, asociada a una computadora con software Med-PC. D) Bomba de infusién.

Cada caja est& equipada con una luz de caja permanentemente encendida durante cada
sesion de autoadministracion, un piso de rejilla de acero inoxidable, una palanca activa acoplada
a una sefial luminica (situada encima de la palanca) y un tono discreto, una palanca inactiva y un
brazo pendular de entrega de drogas. Este brazo se encuentra asociado a un arnés metalico en

cuyo interior se encuentra un tubing de polietileno conectado a una bomba. La bomba impulsa
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una jeringa para la entrega de cocaina. El otro extremo del tubing de polietileno fue conectado
al pedestal conector implantado en el animal en cada sesion conductual. En caso de
autoadministracion de sacarosa, cada caja fue acoplada a un dispositivo liquid dipper. Este
dispositivo consta de un brazo mecanico en cuyo extremo contiene un pequefio recipiente
(pocillo) metélico que entrega la solucion de sacarosa. Las entradas y salidas eléctricas de cada

caja se controlaron con el software Med-PC (Med Associates Inc.).

2.2.4. Registro de la conducta de autoadministracién de cocaina

El protocolo de autoadministracion de cocaina se realizo de acuerdo a Garcia-Keller y
col. (2016) con modificaciones menores. Los animales no fueron expuestos a una fase de
entrenamiento previa. El dia 21 después de la primera sesion de estrés, los animales fueron
colocados en las cajas de conducta operante (Med Associates Inc.) y conectados al pedestal
conector implantado en el lomo del animal mediante un arnés metélico en cuyo interior se
encuentra un tubing de polietileno por el cual se infundié la droga hacia el catéter intravenoso,
tal como se observa en la figura 14.

Figura 14. Imagen ilustrativa de una rata de la cepa Sprague Dawley expuesta a un paradigma de autoadministracién
endovenosa. Fotografia tomada durante el desarrollo de los experimentos de la presente tesis en el Bioterio del Dpto.
de Farmacologia, FCQ-UNC, IFEC-CONICET. En la figura se observa la conexion del arnés metélico al pedestal
conector del catéter implantado subcutaneamente en el animal. El arnés metalico, en su interior, es recorrido por un
tubing de polipropileno directamente conectado a la jeringa que contiene una solucion de clorhidrato de cocaina, la

cual es impulsada por la bomba de infusion al presionar la palanca activa.

En cada sesién del test conductual, las ratas se autoadministraron cocaina durante 2 h en

un esquema de razon fija 1 (FR1), en el que la presion de la palanca activa fue reforzada con

-91 -



Maria Paula Avalos Materiales y Métodos

una infusion intravenosa de cocaina (0,2 mg/infusion; 0,05 ml de infusién de cocaina durante 4
s). La entrega de la droga fue apareada a dos claves, una sefial de luz y un tono discreto, que
reforzaron la conducta. Cada infusion de cocaina fue seguida de un periodo de espera (time out)
de 10 s para prevenir la sobredosis. Durante este periodo de espera se registraron las presiones
de la palanca activa, pero no se entreg6 reforzador. También se registraron las presiones de la
palanca inactiva a lo largo de cada sesion.

El protocolo de autoadministracién se llevo a cabo durante 10 dias consecutivos. La
dosis de cocaina empleada fue elegida en base al protocolo de Garcia-Keller y col. (2016). El
criterio de adquisicion de la conducta de autoadministracion se definié como la administracion
de 10 o més infusiones por sesion durante dos dias consecutivos. Los animales que en los
primeros dias de autoadministracion pulsaron aleatoriamente ambas palancas registrando un
numero de presiones de la palanca inactiva superior a 30, los que no cumplieron el criterio de
adquisicion de la conducta establecido, los que bajaron de peso abruptamente luego de la
cirugia, o aquellos que no tuvieron fluidez en sus catéteres en algin momento del experimento

fueron excluidos del analisis estadistico.

2.2.5. Inferencia de la concentracion de cocaina en cerebro durante la autoadministracion

de cocaina

Para investigar e inferir la concentracion de cocaina en cerebro durante cada sesion de
autoadministracion, las infusiones de cocaina se convirtieron en concentraciones cerebrales de
la droga utilizando el software Matlab (MathWorks) y la siguiente ecuacion obtenida de un

estudio farmacocinético (Pan y col., 1991):
c=dx(™-e™ /v (a-B)

Donde d es la dosis de cocaina por infusion (0,2 mg; 0,659 umol), « la constante de la
tasa de transferencia entre la sangre y el cerebro (0,223 min™) y v el volumen aparente de
distribucién en el cerebro (0,044 1). Las constantes a (0,642) y B (0,097) representan la tasa de
distribucion sangre-cerebro y la tasa de eliminacion del cuerpo, respectivamente. Este analisis se

realizd exclusivamente en el animal mas representativo de cada grupo experimental.
2.2.6. Registro de la conducta de autoadministracion de sacarosa
Para evaluar la especificidad del tratamiento con minociclina sobre la influencia de

estrés cronico en la autoadministracion de cocaina, evaluamos la ingesta de sacarosa siguiendo

el mismo protocolo experimental descripto en la figura 11 y los mismos criterios empleados
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para la autoadministracién de cocaina, con la Unica diferencia que este grupo de animales no fue
sometido a cirugia por tratarse de un protocolo de autoadministracion oral de sacarosa.

Los animales designados para el experimento de autoadministracion de sacarosa al igual
gue los animales involucrados en el experimento de autoadministracién de cocaina, tampoco
fueron expuestos a una fase previa de entrenamiento. La solucion de sacarosa se administré por
via oral a través de un dispositivo liquid dipper (Med Associates Inc.). La presidn de palanca
activa fue reforzada con la entrega de solucién de sacarosa (Biopack, Argentina) al 10% p/v en

un recipiente de bebida (0,2 ml durante 10 s) siguiendo el esquema FR1 previamente descripto.

3. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

3.1. Fundamento de la técnica de microdidlisis in vivo

La técnica de microdidlisis permite monitorear la liberacion de neurotransmisores o0 sus
metabolitos en animales vivos y despiertos. EI método consiste en la implantacion de una sonda
de didlisis (probe) en el area cerebral a estudiar. La sonda de microdialisis esta formada por dos
porciones de silica muy finas recubiertas por agujas metéalicas a través de las cuales ingresa y
egresa, a flujo constante, una solucién similar al liquido cefalorraquideo (LCR artificial o
solucion Ringer). En su extremo inferior la sonda posee una membrana de dialisis que permite
la difusion pasiva de sustancias a favor de su gradiente de concentracion entre el liquido
extracelular presente en el area donde se colocé la sonda y el liquido cefalorraquideo artificial
que circula en el interior de la misma. Los dializados se colectan y posteriormente se analizan

para determinar los niveles de neurotransmisores.

3.2. Construccion de las sondas (probes) para microdialisis

Las sondas de microdialisis (figura 15) fueron construidas en el laboratorio de acuerdo
con nuestros datos previamente publicados (Pacchioni y col., 2002; Garcia-Keller y col., 2013)
y segun el método de Di Chiara y col. (1993b), con pequefias modificaciones.

Cada sonda de dialisis vertical constaba de canulas de acero inoxidable de calibre 22 G
(BD, Argentina) y capilares de silice fundida (diametro interior 50 um, didmetro exterior 150
um; Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) colocados internamente a través de la sonda.
Cada sonda consistia en un puerto de entrada y uno de salida, y una membrana semipermeable
en el extremo inferior de la sonda sellada en su extremo final para cerrar el circuito.

La membrana de dialisis (AN69HF, Hospal-Gambro, Meyzieu, Francia), generosamente

donada por la empresa UniFarma-Argentina, constaba de un area activa de didlisis de 2,0 mm de
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longitud para el NAc (core y shell) y estaba constituida por un copolimero de
poliacrilonitrilo/metalilsulfonato de sodio con un cutoff de peso molecular de 10 kDa (didmetro
interior 240 um, diametro exterior 310 um, grosor de la pared 50 um, con un tamafio medio de
los poros de 29 A). Todo el ensamblaje de la sonda fue fijado con adhesivo epoxi.

Para probar la eficacia de recuperacion y el funcionamiento de nuestras sondas de
microdialisis, se realiz6 un ensayo de recuperacién in vitro para todas las sondas utilizadas tal

como se describe a continuacion.

Salida del dializado
(recoleccion
’ cada 30 min)

™

Entrada de LCR
artificial
(Flujo 1 pl/min) \

Silica

[l \Cénulas 22G
,3'

f .7

/

Membrana:
© = ] area de intercambio
' 2 mm (NAc)

Figura 15. Sonda de microdidlisis construida en nuestro laboratorio. En la figura se muestran los capilares de silice
(silicas) recubiertos por canulas metalicas de calibre 22G a través de los cuales se perfundio la solucion Ringer a flujo

constante. Se indica el area de intercambio de 2 mm para NAc de rata.
3.3. Ensayo de recuperacion in vitro para las sondas de microdialisis

Para el ensayo de recuperacién in vitro, las sondas fueron sumergidas en solucion
Ringer (NaCl, 145 nM; KCI, 4,0 nM; CaCl,, 2,2 nM en agua purificada) que contenia una
solucion estandar del neurotrasmisor de interés (glutamato o dopamina) a una concentracion de
40 uM (Sigma Aldrich) mientras que la solucién Ringer normal fue infundida a través de la
sonda a flujo constante de 1 ul/min a temperatura ambiente. Tras 60 min para favorecer el
equilibrio a través de la membrana de dialisis, se recogieron dos muestras consecutivas cada 30
min y se cuantifico el neurotransmisor (glutamato o dopamina).

La recuperacion in vitro se calcul6 comparando la concentracion de neurotransmisor
presente en la muestra recolectada con la concentracion conocida de la solucion en la que se

sumergio la sonda. El porcentaje de recuperacion in vitro obtenido fue de (14 + 4)%.
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3.4. Cirugia de implantacién de sondas de microdialisis

Transcurridos 20 dias desde la primera exposicion a estrés, los animales pertenecientes
a cada grupo experimental fueron anestesiados bajo un protocolo que consiste en la
administracion de ketamina/xilazina a una dosis de 55 mg/kg i.p. y 11 mg/kg i.p.,
respectivamente. Posteriormente fueron colocados en un instrumento estereotaxico Stoelting. La
barra dental incisiva fue ubicada a -3,3 mm por debajo de la linea interaural. El craneo fue
expuesto y los orificios necesarios para colocar las probes de microdialisis fueron realizados
con un torno de uso dental. Las canulas de microdialisis fueron implantadas unilateralmente en
el NAc utilizando las siguientes coordenadas segun Paxinos y Watson, 2007: NAc core: AP =
+1,4 mm; L = +1,8 mm; DV =-7,8 mm y NAc shell: AP =+1,4 mm; L =0,7 mm; DV = -8,2
mm. Las sondas fueron fijadas al craneo con cemento dental (Meron; Voco GmbH, Cuxhaven,
Alemania), un tornillo de acero inoxidable y cemento dental acrilico. Finalmente, los animales

se recuperaron de la cirugia alojados individualmente durante 18-22 h.

3.5. Microdialisis in vivo

Al dia siguiente de la cirugia (dia 21), el experimento de microdidlisis se realizd en
animales despiertos y totalmente recuperados (figura 16). Las ratas se mantuvieron
individualmente en bowls de acrilico y se les proporcioné libre acceso a comida y agua durante
el experimento.

La sonda de microdidlisis se conectd a una bomba de microinfusion a través de un
tubing de microdialisis (FEP tubing). Las sondas se perfundieron con solucién Ringer (en nM =
NaCl, 145; KCI, 4,0; CaCl,, 2,2; en agua purificada) a un flujo constante de 1 pl/min. Las
muestras del dializado fueron recogidas cada 30 min en viales mantenidos a 4°C en un colector
de fracciones refrigerado.

Al inicio del experimento, se recogieron cuatro muestras basales. Las muestras de la
linea de base (baseline) se determinaron cuando cuatro muestras consecutivas difirieron en no
mas del 10%. Luego, todos los animales recibieron una inyeccién de solucion salina i.p. y se
recolectaron muestras durante 120 min. Posteriormente, las mismas ratas recibieron una
inyeccion i.p. de cocaina (15 mg/Kg) y, finalmente, se recolectaron muestras de diélisis durante
150 min adicionales. La dosis de cocaina utilizada en este experimento fue la misma dosis
empleada para expresar el fendmeno de sensibilizacién locomotora.

Se analizaron muestras de dializado de ratas individuales para detectar la presencia de
dopamina o glutamato mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Los datos

se graficaron como porcentaje (%) de cambio respecto a los valores de la linea de base
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obtenidos. Al finalizar el experimento de microdialisis, la colocacion de la sonda fue verificada

mediante estudios histologicos.

A. B.

Figura 16. A-B) Microdidlisis in vivo en ratas de la cepa Wistar. Las fotografias fueron tomadas durante el desarrollo
de los experimentos de la presente tesis en el Laboratorio de Microdiélisis del Dpto. de Farmacologia, FCQ-UNC,
IFEC-CONICET.

3.6. Microdialisis in vivo por el método de no net flux

El no net flux es el método méas aceptado para medir glutamato en condiciones basales
(Chefer y col., 2009; Moussawi y col., 2011a). Esta técnica se basa en el agregado de
concentraciones crecientes de glutamato exdgeno (C;,) en la solucién de dialisis que circula por
la probe con el objetivo de encontrar el punto de equilibrio en el cual no existe flujo neto a
través de la membrana de diélisis. En este punto de flujo neto cero, la concentracion de
glutamato ingresada y egresada de la probe son iguales (Ci-Coyt = 0; Ci, = Cyoy). ESto se debe a
gue las concentraciones de glutamato exdégeno y glutamato extracelular del area cerebral de
interés son equivalentes y logran un equilibrio a través de la membrana de dialisis.

Al dia siguiente de la cirugia de implantacion de la sonda de microdialisis (dia 21), el
experimento de no net flux se realiz6 en animales despiertos y totalmente recuperados. La
concentracion basal de glutamato extracelular se determiné adicionando D-glutamato (Sigma-
Aldrich) a la solucion Ringer perfundida en la sonda de didlisis a concentraciones conocidas
crecientes (superiores e inferiores a la concentracion extracelular esperada), con el fin de
generar una serie de puntos en un grafico de regresion lineal. A partir de estos puntos
experimentales se obtiene la recta que mejor se ajusta a dichos puntos y de la cual se extrapola
el valor de y = 0 (punto en el que no hay flujo neto del analito hacia o desde la sonda) para
obtener x = concentracion basal de glutamato.

Al inicio del experimento, la membrana de didlisis se perfundi6 con solucion Ringer (en
nM = NaCl, 145; KClI, 4,0; CaCl,, 2,2; en agua purificada) y, 150 min después, se perfundié D-
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glutamato a concentraciones crecientes de 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 uM en solucién Ringer a través
de la sonda a un flujo constante de 1 pl/min. Los dializados se recogieron cada 30 min en viales
mantenidos a 4°C en un colector de fracciones refrigeradas. Se obtuvieron cuatro muestras de
dialisis para cada concentracion de glutamato y se promediaron las tres Gltimas muestras para
determinar el flujo neto de glutamato. Esto se debe a que se necesita un periodo de tiempo para
restablecer el equilibrio entre el glutamato extracelular y el glutamato presente en la solucién de
dialisis a cada concentracion utilizada. La concentracion de glutamato en las muestras de
dialisis obtenidas se determind mediante HPLC. Al finalizar el experimento de microdiélisis, la

colocacidn de la sonda fue verificada mediante estudios histol6gicos.

3.7. Determinacion de dopamina por HPLC

Los dializados colectados fueron inyectados (volumen de inyeccion = 20 pl) en un
equipo de HPLC con deteccion electroquimica (ECD) equipado con una columna de fase
reversa RP 18 (C18, 125-4,6 mm, 5 mm de tamafio de particula) y un detector coulométrico
(ESA Coulochem |1, Bedford, MA, USA) para la separacion y deteccion de dopamina. Los
potenciales de los electrodos utilizados fueron: celda de referencia (+350 mV), electrodo 1:
+175 mV (oxidacion), electrodo 2: -175 mV (reduccion) de acuerdo con el método de Pontieri y
col. (1995). La fase mévil utilizada (50 mM NaH,PO,; 5 mM Na,HPO,; 0,1 mM EDTA-Na; 0,5
mM octilsulfonato de sodio y 12% de metanol; pH = 5,5; en agua purificada) fue filtrada,
degasificada e impulsada por una bomba (ESA Chemimsford, MA, USA modelo 528) a un flujo
de 1 ml/min a través de la columna. Bajo estas condiciones se observo rutinariamente un limite
de deteccidn para dopamina de 5 fmoles. Los picos fueron registrados y las alturas medidas con
un sistema para analisis de datos cromatograficos EZ Chrome Elite (ESA, Inc., Chelmsford,
MA, USA). Estos valores fueron comparados utilizando una curva de calibracion de estandares
externos de dopamina (Sigma-Aldrich).

El agua purificada utilizada para la preparacion de la fase movil y todas las soluciones
analiticas fue sometida a un tratamiento de purificacion adicional (polishing) a fin de reducir las
corrientes de fondo de los electrodos y proporcionar una mayor sensibilidad en la deteccion

electroquimica.
3.8. Determinacion de glutamato por HPLC
Las muestras del dializado fueron inyectadas en un equipo de HPLC-ECD, equipado de

una columna de fase reversa C 18 (Gemini N 3 um; 150 x 4.6 mm; Phenomenex, USA) con

precolumna y un detector electroquimico coulométrico (ESA Coulochem 111, Chelmsford, MA,
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USA) para la separacion y determinacion del contenido de glutamato. La fase movil fue
preparada con 100 mM de Na,HPO,, 1,75% v/v de acetonitrilo y 20% v/v de metanol, el pH se
ajusté a 6,67 con &cido fosférico y fue impulsada por una bomba (Modelo 582; ESA,
Chelmsford, MA, USA) a un flujo de 0,6 ml/min. ElI glutamato se cuantificd por derivatizacion
con OPA/BME (o-ftalaldehido/o-pB-mercaptoetanol) segin lo descripto por Donzanti y
Yamamoto (1988). Para ello, en el tubo de reaccidn se adicion6 7,5 pl del reactivo derivatizante
(OPA/OME disuelto en buffer tetraborato, pH = 9,3) con 10 ul del eluato de microdialisis.
Después de 2 min de reaccion, 10 ul del producto de la reaccion fueron inyectados en el equipo
de HPLC. El glutamato fue detectado utilizando un detector coulométrico compuesto de tres
electrodos: una celda de referencia (+650 mV); un electrodo analitico de oxidacion (+150 mV);
y un electrodo analitico de reduccion (+550 mV) de acuerdo con el método de Donzanti y
Yamamoto (1988). Los picos fueron registrados y las alturas medidas con un sistema para
analisis de datos cromatograficos EZ Chrome Elite (ESA, Inc.). Estos valores fueron
comparados utilizando una curva de calibracion de estandares externos de D-glutamato (Sigma-
Aldrich).

El agua purificada utilizada fue sometida a un tratamiento de purificacion adicional
(polishing) tal como se explicd previamente.

Tanto el equipo ESA Coulochem Il, empleado para la cuantificacion de dopamina,
como el equipo ESA Coulochem 111, empleado para la determinacién de glutamato, utilizan un
método de reaccién oxidacion-reduccion de los analitos y logran transformar el 100% de las
muestras, caracteristica que le confiere una alta sensibilidad y reproducibilidad al método,
permitiendo la cuantificacion de muestras de microdidlisis tomadas de pequefias areas

cerebrales como el NAc.

3.9. Histologia

Para verificar la localizacion de las canulas implantadas en NAc core o NAc shell, los
animales fueron sacrificados por decapitacion con guillotina. Luego, los cerebros fueron
removidos y fijados, por el método de inmersién, en una solucién de paraformaldehido (PFA) al
4% plv preparada con buffer fosfato (PB) 0,1 M. Todos los cerebros fueron seccionados en un
criostato (Leica CM1510S, Alemania) en rebanadas coronales de (40 um + 2 um).

Las secciones coronales cerebrales fueron sometidas a tincion con violeta de cresilo y
observadas en un microscopio 6ptico para la verificacion de la correcta implantacién de canulas
en el area de interés en referencia al atlas de Paxinos y Watson (2007), tal como se observa en la
figura 17. Los animales cuyas probes fueron implantadas fuera de la region cerebral de interés

fueron eliminados del anélisis estadistico.
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Figura 17. Estudio histoldgico para corroborar la localizacién de la sonda de microdialisis. A la izquierda se observa
una imagen del atlas de Paxinos y Watson (2007) correspondiente a Bregma +1,20 mm. A la derecha se observa una
imagen de una rebanada de tejido cerebral, sometida a tincion con violeta de cresilo, tomada por microscopia 6ptica

(objetivo 2,5X). En esta imagen se observa la localizacién de una sonda de microdialisis en NAc core. La barra de

escala corresponde a 1mm.

4. ESTUDIOS MICROSCOPICOS

4.1. Densidad y morfologia de las espinas dendriticas
4.1.1. Coloracion de los procesos dendriticos de las MSNs de NAc core

Dos semanas después de la dltima sesion de estrés (dia 21), los animales fueron
anestesiados con ketamina/xilazina (55 mgkg i.p. y 11 mgkg i.p., respectivamente) y
perfundidos intracardiacamente primero con solucién PB a 4°C (0,1 M, pH = 7,4) y luego con
una solucién de PFA al 1,5% p/v a 4°C (disuelto en PB 0,1 M, pH = 7,4). Los cerebros fueron
removidos y posfijados por inmersion en la misma solucién de fijacion que se emple6 para la
perfusion. Los cerebros se conservaron a 4°C en PFA al 1,5% p/v hasta ser seccionados.
Posteriormente, los cerebros fueron lavados varias veces con buffer fosfato salino (PBS) 0,1 M
y seccionados con vibratomo (rebanadas coronales de 150 um de espesor). Los cortes obtenidos
fueron lavados con PBS 0,1 M y almacenados a 4°C hasta la coloracion.

Con el fin de visualizar las espinas dendriticas de las MSNs a través de microscopia
confocal, las secciones coronales conteniendo el area cerebral de interés fueron sometidas a
tincion mediante la microinyeccion con pipetas de patch de una solucion saturada del colorante
fluorescente lipofilico 1,1 -dioctadecil-3,3,3",3"-tetrametil-indocarbocianina perclorato (Dil;
Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) en aceite de pescado (Pozzo-Miller y col., 1999). Después
de las inyecciones con Dil, los cortes fueron almacenados en PBS por 24 h a 4°C en la
oscuridad para permitir la difusion del colorante. Posteriormente, los cortes fueron fijados con

PFA al 4% p/v por 2 h a temperatura ambiente. Finalmente se procedio al lavado de los cortes
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con PBS y al montaje de los mismos sobre portaobjetos usando como medio de montaje Fluor
Safe (Millipore; Bellerica, MA, USA).

4.1.2. Adquisicion de iméagenes por microscopia confocal

Se tomaron iméagenes de alta resolucion de segmentos dendriticos individuales de las
MSNs mediante el uso de un microscopio confocal de barrido laser Zeiss LSM 800
(Zeiss,Oberkochen, Alemania), utilizando el objetivo de inmersion de 60X 1.42 NA (Plan Apo).

El Dil fue excitado a 543 nm. Secciones Opticas en el eje Z fueron obtenidas a
intervalos de 0.1 pm.

4.1.3. Analisis de la densidad de espinas dendriticas

Las espinas dendriticas fueron identificadas como protrusiones pequefias que se
extienden no méas de 3 um desde la dendrita parental y fueron contadas manualmente en las
imagenes confocales obtenidas con el programa Image J (National Institute of Health, NIH,
Bethesda, USA). La densidad de espinas dendriticas fue calculada como el nimero de espinas

por segmento dendritico y normalizado por 10 um de dendrita.

4.1.4. Morfologia de las espinas dendriticas

Las dimensiones geométricas de las espinas individuales fueron medidas manualmente
en las imagenes confocales con el programa Image J (NIH) y utilizadas para la clasificacién de

las mismas (figura 18).

A. B.

Cabeza Tipo ll
Largo (L) dcap> o
cu
Cuello Tipo Il

Figura 18. A) Medidas tomadas en las espinas dendriticas individuales. B) Clasificacion de las espinas de acuerdo al
largo de la espina, el diametro méximo del cuello y el didmetro méximo de la cabeza (Chapleau y col., 2008; Tyler y
Pozzo-Miller, 2003).
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Las espinas dendriticas fueron clasificadas en tres categorias: espinas cortas de tipo | 0
stubby; espinas que se asemejan a hongos de tipo Il o0 mushroom; y espinas finas, largas y con
cabeza pequefia de tipo Il o thin (Jones y Powell, 1969; Golden y Russo, 2012). Las espinas
individuales fueron incluidas en cada categoria de acuerdo a la relacion especifica de L/d., y
dc../de, €n donde L es el largo de la espina desde la base de la dendrita hasta la punta de la
misma, d., es el diametro maximo del cuello, y d., es el diametro maximo de la cabeza (Calfa y
col., 2012; Chapleau y col., 2008; Koh y col., 2002; Tyler y Pozzo-Miller, 2003).

4.2. Inmunofluorescencia

4.2.1. Preparacion de tejidos

Dos semanas después de la ultima sesion de estrés (dia 21), todos los animales fueron
anestesiados con ketamina (55 mg/kg i.p.) y xilazina (11 mg/kg i.p.). Los animales fueron
perfundidos intracardiacamente con buffer PB 0,1 M (pH = 7,40) que contenia heparina (15000
UI/l) y posteriormente con una solucién de PFA al 4% p/v en PB 0,1 M para fijar el tejido.
Luego, los cerebros fueron removidos y posfijados en la misma solucion de fijacién durante
aproximadamente 16 h a 4°C y posteriormente fueron conservados en una solucion
crioprotectora de sacarosa al 30% p/v en PB 0,1 M durante 72 h. Pasado este tiempo, se
construyeron los tacos utilizando Cryoplast (Biopack) para facilitar su posterior seccién en
criostato, los cuales fueron conservados a -70°C hasta su procesamiento. Finalmente fueron
cortados en cridstato (Leica CM1510S) en secciones coronales de 20 um (+ 2 um) de espesor y
montados en portaobjetos gelatinizados para luego realizar la técnica de inmunofluorescencia
(inmunomarcacién secuencial de Iba-1, marcador de microglia, y GFAP, marcador de

astrocitos).

4.2.2. Técnica de inmunofluorescencia

Las secciones cerebrales montadas en portaobjetos se hidrataron con PBS 0,1 M (pH =
7,4). Para evitar el enmascaramiento de los antigenos por fijacion con soluciones que contienen
aldehidos, la recuperacion de antigenos se realiz6 afiadiendo buffer citrato de sodio 10 mM (pH
= 6,0) a 40°C a las secciones montadas en los portaobjetos mantenidas a 40°C en un bafio de
agua termostatizado durante 20 min. Luego, se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con PBS
0,1 M. Inmediatamente después de bloguear las uniones inespecificas de los anticuerpos y
realizar la permeabilizacion celular con suero de burro al 5% v/v (Laboratorio Natocor,
Codrdoba, Argentina) y Tritdn X-100 al 0,1% v/v en PBS 0,1 M durante 2 h a temperatura

ambiente en cdmara himeda, se procedio a la inmunomarcacion secuencial de las proteinas de
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interés. En primera instancia, las secciones se incubaron durante 20-24 h con anticuerpo
primario policlonal goat anti-lba-1 (Abcam, ab5076 1:200; Cambridge, MA, USA) a 4°C.
Después de 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0,1 M, las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo secundario donkey 1gG anti-goat marcado con el fluoréforo Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; A-11055, 1:800) durante 2 h a temperatura
ambiente para detectar el anticuerpo primario anti-lba-1. En segunda instancia, luego de 3
lavados de 5 min cada uno con PBS 0,1 M, las secciones fueron incubadas durante 20-24 h con
anticuerpo primario monoclonal mouse anti-GFAP (Sigma-Aldrich, G3893, 1:200) a 4°C.
Después de 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0,1 M, las secciones fueron incubadas con
anticuerpo secundario donkey IgG anti-mouse marcado con el fluor6foro Alexa Fluor 546
(Thermo Fisher Scientific, A10036, 1:800) durante 2 h a temperatura ambiente para detectar el
anticuerpo primario anti-GFAP. Después de 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0,1 M, los
tejidos fueron incubados con dihidrocloruro de 4',6-diamidino-2-fenilindol (tincion de &cido
nucleico DAPI; Thermo Fisher Scientific, D1306, 300 nM en PBS) durante 15 min a
temperatura ambiente. Finalmente, las secciones fueron montadas con el reactivo Fluor Safe

(Millipore) para proteccion de la fluorescencia y cubreobjeto.

4.2.3. Adquisicion de imagenes por microscopia confocal

Las imagenes confocales fueron tomadas en NAc core. Secciones épticas en el eje Z
fueron obtenidas cada 1 um de intervalo con una resolucion de 1600 x 1600 pixeles y una
velocidad de 8 ps/pixel utilizando un microscopio confocal de fluorescencia de barrido laser
(Olympus FluoView FV1200, Tokio, Jap6n) con una lente de objetivo de inmersion en aceite
(PLAPONG60XO 60x/1.420il). Se utilizaron longitudes de onda de excitacion de 488 nm (para
Alexa Fluor 488), 546 nm (Alexa Fluor 546) y 405 nm (para DAPI) para generar la emision de
fluorescencia en verde (microglia), rojo (astrocitos) y azul (nlcleos celulares), respectivamente.
La cuantificacion del nimero de células microgliales, la intensidad de la fluorescencia de lba-1
y GFAP y los parametros morfoldgicos de la microglia mediante el Analisis de Sholl en NAc

core de ambos hemisferios se realizaron utilizando el programa Image J (NIH).
4.2.4. Cuantificacion del namero de células microgliales

Las imagenes del Z-stack se convirtieron en una imagen de proyeccion de maxima
intensidad usando Image J (NIH) y las células que expresan Iba-1 se identificaron y contaron

manualmente en NAc core. La cuantificacion del nimero de células fue llevada a cabo usando

un tamafio de area idéntico (211,2 um x 211,2 um) e igual forma. Se analizaron un minimo de 2
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secciones cerebrales por animal teniendo en cuenta ambos hemisferios. Los resultados obtenidos
fueron expresados como promedio final del conteo por area y condicidn experimental (nimero

de células positivas Iba-1/mm?).

4.2.5. Medicion de la intensidad de la fluorescencia

Para reducir el sesgo del operador en la medicion, la intensidad de la fluorescencia en
NACc core para Iba-1 y GFAP se realizO mediante una evaluacién semiautomatica basada en
threshold y creacion de una mascara utilizando un macro corrido en Image J (NIH). La mascara
fue dirigida a su respectiva imagen de Z-stack convertida en proyeccion de intensidad de suma,
donde se midi6 la intensidad de fluorescencia total (IFT). Las mediciones registradas para cada
imagen se realizaron en un tamafio de area idéntico (211,2 um x 211,2 um) e igual forma. A la
intensidad de fluorescencia total obtenida de cada imagen se le resté su fluorescencia de fondo.
Finalmente se obtuvo un promedio de intensidad de fluorescencia por area de medicién y
condicion experimental. Se analizaron al menos 2 secciones cerebrales (al menos 4 imagenes)
por animal teniendo en cuenta ambos hemisferios cerebrales. EI promedio de IFT de cada
animal fue normalizado con el promedio del grupo control (No-Estrés/Veh) y los datos se

expresaron como porcentaje (%) de cambio respecto al grupo control.

4.2.6. Morfologia de la microglia: Analisis de Sholl

El estudio morfol6gico de la microglia se realiz6 en imagenes confocales del NAc core
adquiridas como Z-stacks a partir de las secciones inmunomarcadas previamente y utilizando el
plugin de Analisis de Sholl (Image J, NIH). Para reducir el sesgo del operador en la medicion,
se realizdé una evaluacion semiautomatica utilizando un macro para el procesamiento de las
imagenes que implicd, en primer lugar, la obtencion de la proyeccion de maxima intensidad del
canal Iba-1 positivo. A continuacion, se incrementd la sefial Iba-1 positiva observada en la
proyeccion de méxima intensidad, seguida de una sustraccion de la fluorescencia de fondo, para
visualizar 6ptimamente todos los procesos de microglia. La imagen resultante se convirtio en
imagen binaria y luego fue esqueletonizada. Los somas fueron reconstruidos teniendo como
referencia la imagen confocal.

Se analiz6 un total de 80 células de NAc core seleccionadas al azar (como minimo 2
células por imagen) para cada condicion experimental. Se dibujaron sobre cada célula circulos
conceéntricos de radio creciente, centrados en el soma, comenzando en el borde del soma y
aumentando equidistantemente 0,66 um (5 pixeles) entre circulo, tal como se observa en la

figura 19.
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Para crear el grafico de Sholl, cada célula fue analizada contando el numero de
intersecciones entre los procesos de la microglia y cada circulo concéntrico. A partir del
Anadlisis de Sholl determinamos el maximo proceso (Nm, el nimero maximo de intersecciones
para la célula), el nimero de ramas primarias (Np, el nimero de ramas que se originaron en el
soma de la microglia), la distancia méaxima (um, el radio maximo con un proceso de
interseccion), y la suma del nimero de intersecciones (complejidad de las ramas) para todos los
anillos generados para cada célula. A partir de estos pardmetros, se calculd el indice de
ramificacion de Schoenen (Nm/Np) para cada célula con el fin de cuantificar la densidad de
ramificacion de las células (Reeves y col., 2011; Schoenen, 1982). Todos estos datos se
utilizaron como medidas de la morfologia de la microglia y estan basados en literatura publicada
(Fontainhas y col., 2011; Orr y col., 2009; Stence y col., 2001).

(wwwmtn "‘:Hi;p‘wl\\ly

Figura 19. Imagen ilustrativa del Analisis de Sholl en una célula esqueletonizada. En la figura se observan los
circulos concéntricos de radio creciente dibujados sobre una célula, centrados en el soma y aumentando

equidistantemente 0,66 um (5 pixeles) entre ellos. La barra de escala corresponde a 20 um.

5. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

5.1. Cuantificacion de GLT-1

5.1.1. Preparacién de tejidos

Dos semanas después de la ultima sesion de estrés (dia 21), los animales fueron
decapitados. La determinacion de la expresion de la proteina GLT-1 se realizé en fraccion de
membrana.

En primer lugar, el NAc core fue disecado y el pool bilateral fue homogeneizado en 500
ul de buffer a 4°C que contenia Na Hepes y sacarosa (0,32 M de sacarosa, 1 mM de EDTA, 5

mM de Tris, pH = 7,4). El buffer se complement6 con inhibidores de proteasas y fosfatasas en
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una proporcion de 1:100. Los homogenatos se centrifugaron a 1000 g durante 10 min a 4°C. A
continuacion, los sobrenadantes fueron extraidos y centrifugados a 12000 g durante 20 min. El
pellet resultante se resuspendié en 50 pl de buffer de ensayo de radioinmunoprecipitacion
(RIPA) (150 mM NacCl, 0,1% v/v NP40, 0,5% p/v desoxicolato de sodio, 0,1% p/v dodecil
sulfato de sodio (SDS), 50 mM de Tris, pH = 7,5) complementado con inhibidores de proteasas
y fosfatasas. Se realiz6 un paso final de centrifugacion a 10000 g durante 5 min para eliminar el
material insoluble. El pellet resultante se resuspendid en 30 pl de buffer Laemmli 2 x (4% p/v
SDS, 20% v/v glicerol, 10% v/v B-mercaptoetanol, 125 mM Tris, pH = 6,8). Se utilizaron
alicuotas de cada muestra para la cuantificacion de proteinas totales segin el método Bradford.

5.1.2. Western Blotting

Luego de los procedimientos previamente descriptos, se evaluaron los niveles de las
proteinas correspondientes mediante la técnica de inmunotransferencia.

Para llevar a cabo el Western blot, las muestras fueron sembradas (20 pg de proteina por
carril) y separadas en un sistema de geles SDS-PAGE (BioRad Laboratories) con geles de
poliacrilamida al 10%. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
PVDF (Fluoruro de polivinildeno, Amersham Hybond-P, General Electric). Las uniones
inespecificas fueron blogueadas con albumina sérica bovina (BSA) al 5% p/v en buffer T-TBS
(50mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, Tween 20 0,01% v/v, pH = 7,6). Las membranas se incubaron
durante 20-24 h a 4°C con el anticuerpo primario rabbit anti-GLT-1 (1:1000, nimero de
catalogo 3838, Cell Signaling, Beverly, USA). Luego de 4 lavados de 15 min cada uno con T-
TBS, las membranas se incubaron (1 h a temperatura ambiente) con el anticuerpo secundario
donkey anti-rabbit conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (1:2000; Jackson Laboratories,
Baltimore Pike, PA, USA).

Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la expresion de la proteina p-actina que
fue utilizada como control de carga y el promedio del grupo de control (No-Estrés/Veh). Para
determinar la expresion de B-actina, las membranas se incubaron durante 20-24 h a 4°C con
goat 1gG policlonal anti-actina (1:500, sc 1616, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Luego de 4 lavados de 15 min cada uno con T-TBS, las membranas se incubaron (1 h a
temperatura ambiente) con anticuerpo secundario donkey anti-goat conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) (1:2000; Jackson Laboratories, Baltimore Pike, PA, USA).

El revelado se realiz6 por la técnica de quimioluminiscencia con luminol, &cido
cumarico como catalizador y H,O, como sustrato de reaccion. El revelado se realiz6 en placas
radiogréaficas (AGFA). La densidad Optica de las bandas fue analizada utilizando el programa

Image J (NIH) y los resultados fueron normalizados respecto al grupo control. En todos los
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casos se corrobord la especificidad de los anticuerpos primarios utilizados. Para ello, se
determind la presencia de una banda Unica que se corresponde con el peso molecular de la

proteina estudiada.

5.2. Cuantificacion de los niveles de ARNm de TNF-a e IL-1f

5.2.1. Extraccion de ARN

Dos semanas después del Ultimo episodio de estrés (dia 21), los animales fueron
decapitados, se disecd el NAc core y se agruparon las rebanadas bilaterales de cada animal. El
ARN celular total se extrajo del tejido disecado mediante un procedimiento de extraccion con
tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo. Para ello, el pool bilateral de NAc core fue
homogenizado con 500 pl de reactivo Trizol (Thermo Fisher Scientific). Después de 15 min de
incubacion a 30°C, se agregd 100 ul de cloroformo, se agité enérgicamente y se incubd a
temperatura ambiente durante 3 min. Luego, el homogenato fue centrifugado a 12000 rpm
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa (capa superior) se extrajo, se le agregé 250 pl de
isopropanol con el fin de precipitar el ARN presente en la muestra y se centrifugd a 12000 rpm
durante 15 min a 4°C. Después de varios lavados consecutivos del pellet con 500 pl de solucion
de etanol al 75% v/v a 4°C y centrifugarlo a 10000 rpm durante 10 min a 4°C, se elimino el
sobrenadante. Finalmente, el pellet de ARN total se suspendié en 30 ul de agua libre de
ARNasa/ADNasa (Thermo Fisher Scientific) y se incubd 10 min a 60°C. La concentracion total
de ARN se midié por espectrofotometria a 260 nm empleando el equipo NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific). La relacién de absorbancia de 260/280 nm se utiliz6 para evaluar la
pureza del acido nucleico extraido y medir el contenido total de ARN por muestra. Una relacion

mayor a 1,6 indic6 una éptima extraccién de ARN.

5.2.2. Transcripcion reversa

Para realizar la sintesis de ADN complementario (ADNCc) a partir del ARN mensajero
presente en la muestra, se afiadieron 3 pug de ARN total en un volumen final de 16,9 pl
previamente incubado durante 5 min a 70°C (fase de desnaturalizacion) a la mezcla de reaccion
que contenia 0,20 ul de oligo dT (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina), 1 ul de M-MLV
transcriptasa reversa (Promega, Madison, WI, USA), 1,25 pl de mezcla de dNTPs (10 mM cada
dNTP; Thermo Fisher Scientific), 0,65 pl de RNasin (Promega) y 5 pl de buffer de reaccion
(Promega) por tubo de reaccion (volumen final = 25 pl). Las muestras se incubaron durante 60

min a 42°C para realizar la transcripcion reversa. Después de la retrotranscripcion, la
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concentracion de ADNc se midié mediante espectrofotometria a 260 nm empleando el equipo
NanoDrop 2000c¢ (Thermo Fisher Scientific).

5.2.3. PCR en tiempo real

La expresion genética de TNF-a e IL-1p se evalu6 mediante la técnica de PCR en
tiempo real semicuantitativa utilizando el equipo Step One Plus (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) segun Arroyo y col. (2018) con algunas modificaciones. Para llevar a cabo la
reaccion se afiadieron 100 ng o 300 ng de ADNCc, previamente transcripto por retrotranscripcion,
en un volumen final de 5 pl para las mediciones de TNF-a o IL-1B respectivamente, a una
mezcla de reaccién de 10 pl de volumen final que contenia 7,5 pl de SYBR® green master mix
(Applied Biosystems), primers especificos (Sigma-Aldrich; sentido 0,15 ul (10 pM);
antisentido, 0,3 pl (10 puM)) y 2,05 pl de agua libre de ARNasa/ADNasa (Thermo Fisher
Scientific). Para cada muestra experimental, se realizaron reacciones por duplicado o triplicado.
Las condiciones de los ciclos de la PCR consistieron en 2 min a 50°C, 10 min a 95°C y luego 40
ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a 60°C. Las secuencias de los primers sentido (S) y
antisentido (AS) utilizadas para detectar los genes diana se encuentran detalladas en la tabla 1.
Se realizd el andlisis de las curvas de melting para evaluar la uniformidad de la formacion de
productos de PCR, la formacion de dimeros de primers y la amplificacion de productos de PCR
no especificos. La cuantificacion relativa (RQ) se realizd utilizando el software StepOne™
V2.2.2 y el método RQ = 2-AACt, donde Ct corresponde al ciclo umbral para detectar la
fluorescencia. Se determind el Ct para cada reaccion (dentro de la fase exponencial de
amplificacién). Los datos fueron expresados como veces de cambio en la expresion del gen de
interés normalizado al estandar interno HPRT-1 y relativo a la expresion del gen del grupo

experimental control (No-Estrés/VVeh).

Gen de interés Secuenciadel primer (5'-3")
TNFa S 5 AGCACGGAAAGCATGATCCGY Tm:62°C
AS 5 CGAGCAGGAATGAGAAGAGG 3 Tm:62°C
IL1p S 5 GACAAGAGCTTCAGGAAGGC ¥ Tm:62°C
AS 5 GCAAGACATAGGTAGCTGCC 3 Tm:62°C
HPRT-1 S 5 CTCGAAGTGTTGGATACAGGC & Tm:62°C
AS 5 CTTGGCTTTTCCACTTTCGC 3’ Tm:60°C

Tabla 1. Primers utilizados en la reacciéon de PCR en tiempo real. S: sentido. AS: antisentido. Tm: temperatura de

melting.

-107 -



Maria Paula Avalos Materiales y Métodos

6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en los experimentos conductuales,
estudios microscopicos, bioquimicos y neuroquimicos fue realizado mediante el programa
GraphPad Prism 8 (GraphPad, La Jolla, CA) utilizando Analisis de la Varianza (ANOVA) de
dos o tres vias. Se utilizd el test post-hoc de Bonferroni para efectuar las maultiples
comparaciones entre los grupos experimentales y p < 0,05 se consideré estadisticamente
significativo. Las comparaciones de grupos simples se realizaron mediante test-t de dos colas no
apareado. Todos los experimentos se replicaron al menos dos veces. Los datos se expresaron
como media = SEM. Para mas detalles, en la seccién de resultados se especifica el analisis
estadistico empleado para cada experimento y las significancias estadisticas.
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1. Influencia de la exposicion a estrés cronico sobre el efecto estimulante motor de cocaina

y la liberacion de dopamina en NAc core y shell.

Con el objetivo de validar el fendmeno de sensibilizacion cruzada entre estrés cronico y
cocaina evaluamos la influencia de la exposicidn a estrés cronico sobre el efecto estimulante
motor y la liberacidn de dopamina en NAc, core y shell, en respuesta a una dosis de cocaina de
15 mg/Kg administrada por via i.p.

En primer lugar, los animales fueron sometidos a un paradigma de sensibilizacion
inducido por la exposicion repetida a estrés por restriccion de movimiento y se evalud la
respuesta conductual a cocaina el dia 21 del protocolo experimental, tal como se observa en la
figura 9 de la seccidn de materiales y métodos. Los resultados mostraron que una sola inyeccion
i.p. de cocaina de 15 mg/kg fue suficiente para producir sensibilizacion al efecto estimulante
motor de cocaina en los animales previamente expuestos a estrés cronico, fendbmeno que se
evidencid dos semanas después del ultimo episodio de estrés (figura 20). Con respecto a la
respuesta conductual tras la inyeccion de solucién salina, no se observaron cambios en la
actividad locomotora al comparar los grupos experimentales (p > 0,05).

En la figura 20A se observan los recuentos de fotocélulas horizontales después de las
inyecciones de salina y cocaina. Los resultados reportados entre los 10 y 60 min corresponden a
la administracion de solucion salina i.p. al min 0 y los resultados reportados entre los 70 y 180
min corresponden a la administracion de cocaina (15 mg/kg i.p.) luego de los 60 min. El
ANOVA de dos vias de muestras repetidas a lo largo del tiempo revelé interaccion significativa
entre las variables estrés y tiempo (No-Estrés vs. Estres x tiempo: Fu7.21) = 1,88; p < 0,05),
efecto significativo del estrés (No-Estres vs. Estrés: F 13 = 6,05; p < 0,05) y del tiempo (F7.221)
= 12,38; p < 0,0001). El test de comparaciones multiples de Bonferroni reveld diferencia
significativa entre los animales No-Estrés y Estrés luego de la administracion de cocaina a los
70, 80 y 90 min desde el inicio del experimento (*p < 0,05). Estos resultados ponen en
evidencia el fenémeno de sensibilizacion conductual cruzada a cocaina en los animales
previamente estresados.

Para demostrar el efecto de la inyeccion de cocaina en cada grupo experimental se
realiz6 un test-t de dos colas no apareado comparando los datos a los 60 min (Gltimo registro de
actividad locomotora en respuesta a solucion salina) y a los 70 min (primer registro de actividad
locomotora en respuesta a cocaina) desde el inicio del experimento. En ambos grupos
experimentales se evidencio diferencia significativa (No-Estrés: t,, = 2,32; *p < 0,05 - Estrés: ty4
= 4,34; ™ < 0,001), lo que demuestra el efecto estimulante motor de cocaina.

En la figura 20B se observa el recuento total de fotocélulas horizontales después de la

inyeccion de salina o cocaina. EI ANOVA de dos vias mostro interaccion significativa entre las
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variables estrés y droga (No-Estrés vs. Estrés x Sal vs. Coc: Fq .6 = 6,97; p < 0,05), asi como
efecto significativo del estrés (No-Estrés vs. Estrés: Fu.s = 563; p < 0,05) y de la
administracion de la droga (Sal vs. Coc: Fq .6 = 123,80; p < 0,0001). El test de comparaciones
multiples de Bonferroni revel6 efecto agudo de cocaina en cada grupo experimental (No-
Estrés/Sal vs. No-Estrés/Coc: *p < 0,05 - Estrés/Sal vs. Estrés/Coc: *#p < 0,0001) y diferencia
significativa entre las variables No-Estrés y Estrés en respuesta a la administracion de cocaina
(No-Estrés/Coc vs. Estrés/Coc: **p < 0,01), lo que manifiesta el fendmeno de sensibilizacion
conductual. Estos resultados son consistentes con los resultados previos de nuestro laboratorio
realizados a partir de un protocolo similar al aqui empleado, los cuales evidenciaron
sensibilizacion conductual a cocaina a largo plazo en animales previamente expuestos a estrés

cronico (Esparza y col., 2012) o agudo (Garcia-Keller y col., 2013).
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Figura 20. Actividad locomotora de animales previamente expuestos a estrés en respuesta a una dosis i.p. de cocaina
de 15 mg/Kg. A) Cuentas de movimiento horizontal registradas por fotocélulas cada 10 min después de las
inyecciones i.p. de salina y cocaina. B) Cuentas totales de movimiento horizontal registradas por fotocélulas después
de la inyeccion i.p. de salina o cocaina. Todos los datos se muestran como media + SEM. El nimero de animales
pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Sal = salina, Coc = cocaina).

En segundo lugar, se evaluaron los niveles extracelulares de dopamina en NAc, core y
shell, frente a una inyeccion i.p. de cocaina empleando el mismo protocolo experimental y la
misma dosis de la droga utilizados en el experimento conductual previamente realizado. El dia
20 del protocolo experimental, los animales fueron sometidos a una cirugia para implantacion
de la probe de dialisis en NAc core o shell. Las muestras de dializado fueron extraidas mediante
la técnica de microdialisis in vivo y luego cuantificadas mediante HPLC con deteccion
electroquimica.

Los resultados obtenidos demostraron una potenciacion del incremento de dopamina

extracelular inducido por cocaina en NAc core, pero no en shell, en los animales sometidos
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previamente a estrés cronico en comparacion con los controles No-Estrés (figura 21). La
inyeccion i.p. de solucién salina no modifico los niveles de dopamina extracelular en animales

no estresados o estresados en ninguno de los dos compartimentos de NAc evaluados (p > 0,05).
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Figura 21. Efecto de una dosis i.p. de cocaina de 15 mg/Kg sobre los niveles de dopamina extracelular en animales
previamente expuestos a estrés. A) Niveles de dopamina en NAc core. B) Niveles de dopamina en NAc shell. Todos
los datos se muestran como media + SEM. El nimero de animales pertenecientes a cada grupo experimental (n) se

muestra entre paréntesis. (Sal = salina, Coc = cocaina).

Con el fin de establecer la linea de base de cada grupo experimental, al inicio del
experimento se tomaron muestras de referencia durante 120 min. Se administré solucién salina
por via i.p. a los 120 min, mientras que cocaina (15 mg/Kg i.p.) se inyecté a los 240 min (luego
de la recoleccion de la Gltima muestra en respuesta a salina).

En NAc core, el ANOVA de dos vias de muestras repetidas a lo largo del tiempo reveld
interaccion significativa entre las variables estrés y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x tiempo:
Faz168 = 5,28; p < 0,0001), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F 14y = 24,75; p
< 0,001) y del tiempo (F216s = 8,01; p < 0,0001). El analisis post-hoc de Bonferroni mostro
diferencias entre los grupos No-Estrés y Estrés luego de la administracién i.p. de cocaina a los
270, 330 y 390 min (****p < 0,0001) y a los 300 y 360 min (**p < 0,01) desde el inicio del
experimento. Estos resultados evidencian la especificidad de area cerebral en la que se expresa,
a largo plazo, el fenémeno de sensibilizacion dopaminérgica en respuesta a cocaina en animales
previamente expuestos a estrés cronico. Es interesante remarcar que el pico maximo de efecto
estimulante de cocaina (15 mg/kg) sobre los niveles de dopamina extracelular en NAc core se
correlaciona temporalmente con los efectos estimulantes motores de la droga observados en el
experimento conductual de la figura 20A.

En contraste, en NAc shell, el ANOVA de dos vias de muestras repetidas a lo largo del

tiempo no mostro interaccion entre las variables estrés y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x tiempo:
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Fazis2) = 1,02; p > 0,05), ni efecto del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F 11y = 0,09; p > 0,05), pero
evidencio un efecto significativo del tiempo (F2132) = 3,46; p < 0,001).

Para evaluar el efecto de la inyeccion de cocaina en cada condicidn experimental y en
ambos compartimentos de NAc, se realizd un t-test de dos colas no apareado comparando los
datos obtenidos a los 240 min (Gltima recoleccion de muestras en respuesta a solucion salina) y
270 min (primera recolecciobn de muestras en respuesta a cocaina) desde el inicio del
experimento de microdialisis. Este analisis demostr6 que la administracion sistémica de cocaina
es capaz de incrementar los niveles extracelulares de dopamina en ambos compartimentos de
NAC (core: No-Estrés, t,, = 2,46; p < 0,05 y Estrés, ty, = 5,20; "p < 0,001 — shell: No-Estrés,
t, = 2,51; p < 0,05 y Estrés, t;o = 2,91; “p < 0,05), efecto ligado a su mecanismo de accion.

Es importante destacar que los niveles de dopamina de la linea de base fueron
equivalentes entre los animales no estresados y estresados para ambos compartimentos de NAc
(linea de base en NAc core: No-Estrés = 15,04 + 2,80 fmol/20ul y Estrés = 18,05 + 2,98
fmol/20pl - linea de base en NAc shell: No-Estrés = 16,36 + 3,88 fmol/20ul y Estrés = 24,96 +
1,64 fmol/20ul) ya que el test-t de dos colas no apareado (No-Estrés vs. Estrés) no mostrd
diferencias significativas entre los grupos experimentales, ya sea en NAc core (tis = 0,74; p =
0,47) o0 en NAc shell (t;; = 1,92; p = 0,08). Ademas, la inyeccion de solucién salina no modificé
la liberacion de dopamina en animales no estresados o estresados en ninguno de los dos
compartimentos de NAc (p > 0,05).

Al finalizar el experimento de microdilisis se corrobor6 la localizacion de la probe de
dialisis en la estructura de interés mediante un analisis histol6gico y se reconstruyo la ubicacion
de las probes de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2007) tal como se observa en la figura
22.
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Figura 22. llustracion de la ubicacion de la membrana activa de la sonda de didlisis en NAc core (A) y shell (B) seglin
Paxinos y Watson (2007). Las lineas discontinuas representan las ubicaciones de las sondas de dialisis del grupo No-
Estrés y las lineas continuas representan las del grupo Estreés.

-113 -



Maria Paula Avalos Resultados

Importantemente, la respuesta dopaminérgica diferencial observada entre los
compartimentos core y shell de NAc luego de la inyeccién de cocaina en los animales
previamente estresados, reproducen los resultados previos del laboratorio reportados por Garcia-
Keller y col. (2013) con un paradigma de sensibilizacion cruzada estrés agudo-cocaina y los
observados a largo plazo por Pachioni y col. (2007) en un modelo de sensibilizacién cruzada

inducido por estrés agudo en respuesta a una dosis i.p. de anfetamina.

Conclusion parcial: Estos resultados indican que la exposicion a estrés crénico por restriccion
de movimiento induce, a largo plazo, el fenébmeno de sensibilizacion cruzada al efecto
estimulante motor de cocaina (15 mg/kg). Esta respuesta conductual alterada ocurre en
paralelo a una potenciacion del efecto estimulante de cocaina sobre la liberacion de dopamina
en NAc core, pero no en shell, en animales previamente expuestos a estrés. Ambos fendmenos
fueron evidenciados dos semanas después del Ultimo episodio de estrés, lo que denota la
persistencia de este proceso en el tiempo y, en parte, manifiesta el rol de NAc core a largo

plazo en la sensibilizacion conductual.

2. Influencia de la exposicion a estrés crénico en la homeostasis de glutamato en NAc core
y shell.

Con el fin de explorar la capacidad de cocaina para inducir la liberacion de glutamato,
evaluamos el efecto de la exposicidn a estrés crénico sobre los niveles de glutamato extracelular
en NAc, core y shell, en respuesta a la administracién i.p. de cocaina (15 mg/Kg). Para ello, se
empled el mismo protocolo experimental que el utilizado en el experimento anterior. Las
muestras fueron extraidas mediante la técnica de microdialisis in vivo y luego cuantificadas
mediante HPLC con detector electroguimico.

Al inicio del experimento, se tomaron muestras de referencia durante 120 min para
establecer la linea de base de cada grupo experimental. Transcurridos los 120 min, se administrd
solucion salina y posteriormente, los mismos animales recibieron la inyeccion i.p. de cocaina a
los 240 min desde el inicio del experimento.

En NAc core, el andlisis de los resultados obtenidos mediante ANOVA de dos vias de
muestras repetidas a lo largo del tiempo mostré interaccion significativa entre las variables
estrés y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x tiempo: Fuo156) = 5,04; p < 0,0001), efecto significativo
del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F 13 = 12,47; p < 0,01) y del tiempo (Fuzis) = 7,74; p <
0,0001). El analisis post-hoc de Bonferroni mostré diferencias significativas entre los grupos
No-Estrés y Estrés luego de la administracion sistémica de cocaina a los 330 (**p < 0,01), 360 y

390 min (****p < 0,0001) desde el inicio del experimento.
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En contraste, en NAc shell, el ANOVA de dos vias de muestras repetidas a lo largo del

tiempo no revelo interaccion entre las variables (No-Estrés vs. Estrés x tiempo: F2120) = 0,69; p

> 0,05) y tampoco efecto del estrés (No-Estrés vs. Estrés: Fq 19 = 0,29; p > 0,05). Sin embargo,

se observo efecto significativo del tiempo (F2,120) = 4,41; p < 0,0001).
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Figura 23. Efecto de una dosis i.p. de cocaina de 15 mg/Kg sobre la liberacion de glutamato en animales previamente
expuestos a estrés. A) Niveles de glutamato en NAc core. B) Niveles de glutamato en NAc shell. Todos los datos se
muestran como media + SEM. EI nimero de animales pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre

paréntesis. (Sal = salina, Coc = cocaina).

La inyeccidon de solucion salina no modifico la liberacion de glutamato en animales no
estresados o estresados en ninguno de los dos compartimentos de NAc (p > 0,05).

Para evaluar el efecto de la inyeccion de cocaina en cada condicion experimental y en
ambos compartimentos de NAc, se realiz6 un t-test de dos colas no apareado comparando los
datos obtenidos a los 240 min (Gltima recoleccion de muestra en respuesta a solucion salina) y
270 min (primera recoleccion de muestra en respuesta a cocaina) desde el comienzo del
experimento de microdialisis. El analisis estadistico demostr6 el incremento de los niveles
extracelulares de glutamato luego de la inyeccion de la droga en ambos grupos experimentales y
en ambos compartimentos de NAc (core: No-Estrés, ti, = 2,29; %p < 0,05 y Estrés, t;, = 2,26; p
< 0,05 — shell: No-Estrés, t,, = 3,34; %p < 0,05 y Estrés, t;, = 2,45; “p < 0,05). Sin embargo,
como se observa en la figura 23A, la administracién i.p. de cocaina desencaden6 un marcado
incremento de los niveles extracelulares de glutamato en NAc core en los animales No-Estrés, el
cual se observo atenuado en los animales Estrés. Este efecto no se observo en NAc shell (figura
23B).

Al finalizar el experimento de microdialisis se verifico la localizacion de la probe de
dialisis en la estructura de interés de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2007) tal como se

observa en la figura 24.
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A. NAc core B. NAc shell
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Figura 24. llustracion de la ubicacién de la membrana activa de la sonda de diélisis en NAc core (A) y shell (B) segln
Paxinos y Watson (2007). Las lineas discontinuas representan las ubicaciones de las sondas de dialisis del grupo No-

Estrés y las lineas continuas representan las del grupo Estrés.

Interesantemente, cuando analizamos los niveles de glutamato de la linea de base de
cada grupo experimental en ambos compartimentos de NAc, los animales del grupo Estrés
mostraron una marcada tendencia al aumento de los niveles de linea de base de glutamato
extracelular en NAc core con respecto a los animales no sometidos a estrés (linea de base en
NAc core: No-Estrés = 24,63 + 10,36 pmol/10ul y Estrés = 76,29 + 29,61 pmol/10ul). Este
efecto no fue observado en NAc shell (linea de base en NAc shell: No-Estrés = 34,86 + 15,31
pmol/10ul y Estrés = 37,27 + 5,95 pmol/10ul). El andlisis estadistico de estos datos mediante un
test-t de dos colas no apareado (No-Estrés vs. Estrés) para cada compartimento de NAc reveld
que los niveles de glutamato de la linea de base no eran significativamente diferentes entre los
grupos experimentales, ni en NAc core (ti3 = 1,74; p = 0,11) ni en shell (t; = 0,15; p = 0,89).
Sin embargo, a pesar de que este analisis arroja datos aproximados, no constituye el método mas
preciso para determinar los niveles basales de un neurotransmisor.

El método de no net flux ha sido reportado como una de las variantes de la técnica de
microdialisis mas aceptada para el monitoreo de niveles basales de neurotransmisores in vivo
(Chefer y col., 2009; Moussawi y col., 2009). Dado que en NAc core se evidenci6é una marcada
tendencia al aumento de los niveles de linea de base de glutamato extracelular, el siguiente
experimento fue conducido con el fin de evaluar especificamente la concentracion de glutamato
basal en este compartimento de NAc. Para ello, se siguié el mismo protocolo experimental
empleado en el experimento anterior. Inicialmente, la membrana de didlisis se perfundié con
solucion Ringer y se tomaron muestras de referencia a un flujo constante de 1 pl/min. A los 150

min, se perfundié D-glutamato a concentraciones crecientes de 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 uM en
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solucion Ringer a través de la probe. Las muestras recolectadas fueron cuantificadas mediante
HPLC con deteccidn electroquimica.

En la figura 25A se observan las curvas de regresion lineal de no net flux en NAc core
(pendientes = No-Estrés: 0,74 + 0.05, Estrés: 0,83 + 0,07). El andlisis de regresion lineal no
mostrd diferencias significativas entre las pendientes de la linea de regresion de la grafica de no
net flux (Fse) = 0,94; p = 0,34). Los datos obtenidos de la extrapolacion de la linea de regresion
con el eje x de cada animal, perteneciente a cada grupo experimental, mostraron los siguientes
valores promedios de las concentraciones basales de glutamato: No-Estrés (2,58 + 0,44) uM y
Estrés (5,47 £ 0,86) uM (figura 25B).

Efectivamente, la utilizacion del método de no net flux nos permitié corroborar el
aumento de los niveles basales de glutamato en NAc core, en los animales previamente
estresados. El analisis estadistico de la concentracion basal de glutamato en NAc core mediante
test-t de dos colas no apareado (No-Estrés vs. Estrés) reveld diferencias significativas entre los
grupos experimentales (t;s = 2,82; *p < 0,05).

Al igual que los experimentos neuroquimicos anteriores, al finalizar la microdialisis se

verifico la localizacién de la probe de didlisis en la estructura de interés (figura 25C).
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Figura 25. Monitoreo de los niveles basales de glutamato en NAc core. A) Curva de regresion lineal obtenidas
mediante el método de no net flux y posterior cuantificacion de glutamato por HPLC en NAc core. B) Concentracion
basal de glutamato obtenida por la extrapolacion de la curva de regresion lineal con el eje x. C) llustracion de la
ubicacion de la membrana activa de las probes de didlisis en NAc core segun Paxinos y Watson (2007). Las lineas
discontinuas representan las ubicaciones de las sondas del grupo No-Estrés y las lineas continuas representan las del
grupo Estrés. Todos los datos se muestran como media + SEM. El nimero de animales pertenecientes a cada grupo

experimental (n) se muestra entre paréntesis.

Nuestros hallazgos observados en NAc core pueden atribuirse a una alteracion en el
transporte de glutamato. Dado que el GLT-1 es responsable de la recaptacion del 90-94% del

glutamato extracelular total, de fuentes sindpticas y extrasinapticas, en el cerebro anterior
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(Danbolt, 2001) y que se expresa a elevadas concentraciones en NAc (Lehre y col., 1995), se
determind por western blot la expresién de GLT-1 en el compartimento core de NAc.

Consistentemente con el aumento de los niveles basales de glutamato en NAc core,
nuestros resultados mostraron una reduccién significativa de la expresion del transportador de
glutamato GLT-1 en esta region cerebral en los animales pre-estresados en comparacion con los
no estresados (figura 26). EI ANOVA de dos vias revelé un efecto principal y significativo del
estres (No-Estrés vs. Estrés: F(; 25y = 5,80; *p < 0,05). No se evidencio efecto de la droga (Sal vs.
Coc: Fu2 = 0,66; p > 0,05) ni interaccion entre las variables (No-Estrés vs. Estrés x Sal vs.
Coc: Fu2g = 0,82; p > 0,05). Importantemente, estos resultados recapitulan los resultados
previos del laboratorio reportados en animales previamente expuestos a estrés agudo (Garcia-
Keller y col., 2016).
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Figura 26. Nivel de expresion de GLT-1 en NAc core. El nimero de animales (n) pertenecientes a cada grupo
experimental se muestra en las barras. Todos los datos se muestran como media + SEM. (Sal = salina, Coc =

cocaina).

Conclusidn parcial: Estos resultados indican que la exposicion crénica a estrés por restriccion
de movimiento atenGa la liberacion de glutamato inducida por cocaina en NAc core, pero no
shell, dos semanas después del Gltimo episodio de estrés. Estos resultados se asocian a un
incremento en la concentracion basal de glutamato extracelular en NAc core, el cual puede ser
atribuido a una disminuida expresion de GLT-1 inducida por la exposicion a estrés cronico en
la misma region cerebral. En conjunto, estos resultados denotan una desregulacion de la
homeostasis glutamatérgica en NAc core, la cual se manifiesta por alteraciones en la liberacion
de glutamato en respuesta a cocaina y cambios en la recaptacion de este neurotransmisor
mediada por GLT-1.

-118 -



Maria Paula Avalos Resultados

3. Efecto de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la sensibilizacion cruzada a

cocaina inducida por estrés cronico.

Para evaluar si la microglia contribuye al desarrollo de la sensibilizacion conductual se
evalud la influencia de un tratamiento con minociclina, un inhibidor de la activaciéon de la
microglia (Tikka y col., 2001), sobre la expresion de la sensibilizacién conductual cruzada a
cocaina inducida por estrés crénico. Para ello, se utilizd el esquema de tratamiento presentado
en la figura 10 de la seccion de materiales y métodos.

Como se observa en la figura 27A-B, el efecto estimulante motor de cocaina se potencio
significativamente en los animales sometidos previamente a estrés, en comparacion con los
animales no estresados en respuesta a la administracion no contingente de este psicoestimulante
(15 mg/Kg i.p.), dos semanas después del dltimo episodio de estrés. Interesantemente, el
tratamiento con minociclina fue capaz de atenuar la potenciacion de la actividad locomotora
ante la inyeccidn i.p. de cocaina en los animales sometidos a estrés. Con respecto a la respuesta
conductual tras la inyeccion de solucion salina, no se observaron cambios en la actividad
locomotora al comparar los grupos experimentales (p > 0,05).

En la figura 27A se observa el recuento de movimiento horizontal registrado por
fotocélulas después de las inyecciones i.p. de salina y cocaina. El tiempo transcurrido entre los
10 y 60 min corresponde a la administracion de salina al min 0, mientras que el tiempo
transcurrido entre los 70 y 180 min corresponde a la administracién de cocaina (15 mg/kg i.p.)
luego de los 60 min.

El ANOVA de tres vias de muestras repetidas a lo largo del tiempo revelé interaccion
significativa entre las variables estrés, tratamiento y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs.
Mino x tiempo: Fq7372) = 3,09; p < 0,0001), interaccion significativa entre las variables estrés y
tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: Fq .2 = 5,08; p < 0,05) y efecto significativo
del estrés (No-Estrés vs. Estrés: Fq . = 7,74; p < 0,05), del tratamiento con minociclina (Veh
vs. Mino: Fg 2 = 6,53; p < 0,05) y del tiempo (Fuz374) = 37,35; p < 0,0001). El andlisis de
comparaciones multiples de Bonferroni mostr6 diferencias significativas entre los grupos No-
Estrés/Veh y Estrés/Veh a los 70 min (****p < 0,0001) y 80 min (*p < 0,05), lo que evidencia
el fendbmeno de sensibilizacion cruzada. Ademas, este analisis post-hoc evidencié diferencias
significativas entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino a los 70 min ("™*p < 0,0001), lo que
demuestra la reversion de la sensibilizacion por el tratamiento con minociclina.

Para demostrar el efecto estimulante motor de cocaina, en cada grupo experimental se
realiz6 un test-t de dos colas no apareado comparando los datos obtenidos a los 60 min (Gltimo
registro en respuesta a salina) y a los 70 min (primer registro en respuesta a cocaina) desde el

inicio del experimento. En todos los grupos experimentales se evidencié diferencia significativa
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en respuesta a cocaina (No-Estrés/Veh: t;o = 3,52; ¥p < 0,01; Estrés/Veh: ty, = 4,89; *p <
0,001; No-Estrés/Mino: t;, = 3,197; ~p < 0,01; Estrés/Mino: t;, = 3,34; *p < 0,01).

En la figura 27B se observa el recuento total de movimiento horizontal registrado por
fotocélulas después de la inyeccion i.p. de salina o cocaina. EI ANOVA de tres vias no
evidencid interaccidn significativa entre las variables estrés, tratamiento y droga (No-Estrés vs.
Estrés x Veh vs. Mino x Sal vs. Coc: F (1, 44y = 3,41; p > 0,05). Sin embargo, este analisis revelo
interaccidn significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs.
Mino: F .44 = 5,55; p < 0,05), efecto significativo del estrés (No-Estres vs. Estres: F 44 = 8,47,
p < 0,01), del tratamiento con minociclina (Veh vs. Mino: F s = 7,14; p < 0,05) y de la
administracion de la droga (Sal vs. Coc; F 44 = 206,70; p < 0,0001). El analisis post-hoc de
Bonferroni revelo el efecto estimulante motor de cocaina en todos los grupos experimentales
(No-Estrés/Veh: p < 0,01; Estrés/Veh: **p < 0,0001; No-Estrés/Mino: ~p < 0,01; Estrés/Mino:
Ap < 0,01). Ademas, este analisis demostrd diferencias significativas entre los grupos No-
Estrés/Veh/Coc y Estrés/Veh/Coc (**p < 0,01), y entre los grupos Estrés/VVeh/Coc y
Estrés/Mino/Coc (™*p < 0,001).
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Figura 27. Efecto del tratamiento sistémico con minociclina sobre la actividad locomotora de animales previamente
expuestos a estrés en respuesta a una dosis i.p. de cocaina de 15 mg/Kg. A) Cuentas de movimiento horizontal
registradas por fotocélulas cada 10 min después de las inyecciones i.p. de salina y cocaina. B) Cuentas totales de
movimiento horizontal registradas por fotocélulas después de la inyeccion i.p. de salina o cocaina. Todos los datos se
muestran como media + SEM. EI nimero de animales pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre

paréntesis. (Sal = salina, Coc = cocaina, Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

Es importante destacar que, a pesar de que minociclina genera irritacion en el area de
inyeccion, no se evidencié un efecto per se de la misma sobre la actividad psicomotora. Este

dato fue evidenciado a partir de la diferencia significativa entre los grupos Estrés/Veh y No-
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Estrés/Mino tras la administracion de cocaina (a los 70 min en la figura 27A; °°°°p < 0,0001 y
en la figura 27B; °°°p < 0,001) y que no se reportaron diferencias significativas entre los grupos
No-Estrés/VVeh y No-Estrés/Mino (p > 0,05).

Conclusion Parcial: Estos resultados demuestran que la microglia participa en los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen a la sensibilizacion cruzada entre la exposicion a estrés y
cocaina ya que minociclina, un potente inhibidor de la activacién microglial, evitd la expresion

de la sensibilizacion cruzada a cocaina en animales previamente expuestos a estrés cronico.

4. Efecto a largo plazo de la exposicion a estrés crdonico sobre la morfologia y funcién de la

microglia en NAc core: influencia de minociclina.

En respuesta a estimulos nocivos para el SNC, la microglia experimenta una serie de
alteraciones morfolégicas y funcionales que implica cambios en la respuesta inflamatoria de
estas células (Walker y col., 2013, 2014). En este contexto y teniendo en cuenta que: 1) se
observo un incremento de la concentracion basal de glutamato en NAc core en los animales
previamente expuestos a estrés cronico (experimento correspondiente al objetivo 2), 2) las
variaciones en la concentracién de glutamato extracelular son una sefial de alarma critica para la
microglia (Mayhew y col., 2015) y, 3) estas células participan en la respuesta conductual
sensibilizada tras la administracion no contingente de cocaina en animales estresados
(experimento correspondiente al objetivo 3); evaluamos los efectos a largo plazo del estrés
crénico sobre la morfologia y funcion de las células microgliales y la posible influencia de
minociclina sobre estos efectos. Para ello, estudiamos parametros morfolégicos mediante el
Anadlisis de Sholl, el nimero de células Iba-1 positivas y la inmunorreactividad de Iba-1 en NAc
core utilizando el protocolo experimental presentado en la figura 10 de la seccion de materiales
y métodos. El dia 21 del protocolo experimental se llevé a cabo la perfusion intracardiaca para
fijar los cerebros. Posteriormente, se realizo la técnica de inmunofluorescencia y se tomaron las
imagenes por microscopia confocal (para mas detalles ver seccion de materiales y métodos).

A fin de llevar a cabo el analisis morfoldgico de la microglia, realizamos el analisis de
Sholl en las imagenes obtenidas, de las cuales se seleccionaron al azar 80 células de cada grupo
experimental.

Nuestros resultados demostraron que la exposicion repetida a estrés desencadend una
persistente hiper-ramificacion de la microglia en NAc core observada 21 dias después de la
primera sesion de estrés. La gréafica del andlisis de Sholl ilustra claramente una marcada
diferencia en el perfil de ramificacion de la microglia en los animales Estrés en comparacion

con los No-Estrés. La curva desplazada hacia la derecha evidencia un aumento en la
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ramificacion de los procesos microgliales en funcién de la distancia del soma. Interesantemente,
el tratamiento con minociclina revirtio este efecto (figura 28D). El analisis estadistico del
Anadlisis de Sholl mediante ANOVA de tres vias de muestras repetidas en funcion de la
distancia del soma evidencié interaccion significativa entre las variables estrés, tratamiento y
distancia (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino x distancia: Fo 18060y = 13,32; p < 0,0001),
interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs.
Mino: F 316 = 24,73; p < 0,0001), efecto significativo del estrés (No-Estres vs. Estres: F 316 =
19,57; p < 0,0001), del tratamiento (Veh vs. Mino: Fq 316 = 31,49; p < 0,0001) y de la distancia
(F60.18960) = 497,5; p < 0,0001).

A partir del Analisis de Sholl determinamos la méaxima interseccién (Nm, el nidmero
maximo de intersecciones para cada célula), el nimero de ramas primarias (Np, el nimero de
ramificaciones que se originaron en el soma de cada célula microglial), la distancia méaxima de
interseccion (um, el radio maximo con la interseccion de un proceso), la suma del nimero de
intersecciones de todos los anillos generados para cada célula (complejidad de la ramificacion)
y el indice de ramificacion de Shoenen (Nm/Np) con el fin de determinar la densidad de

ramificacion de cada célula.

Parametro Grupo experimental Resultado
No-Estrés/Veh 13,40 £ 0,56
Estrés/Veh 19,56 + 0,60
Nm !

No-Estrés/Mino 13,51 + 0,60
Estrés/Mino 13,10 £ 0,59
No-Estrés/Veh 4,20 £ 0,20
Estrés/Veh 4,76 £0,17

Np 1 1
No-Estrés/Mino 4,23+0,16
Estrés/Mino 4,36 £0,20

Tabla 2. Resultados obtenidos al analizar los pardmetros Nm y Np. El cuadro color rojo resalta el resultado
estadisticamente diferente al resto de los grupos experimentales (No-Estrés/Veh vs. Estrés/Veh: ****p < 0,0001;
Estrés/Veh vs. Estrés/Mino: **p < 0,0001 y Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °°°°p < 0,0001). Todos los datos se

muestran como media + SEM. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

El andlisis estadistico de Nm (tabla 2) mediante ANOVA de dos vias evidencio
interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F s
= 31,59; p < 0,0001), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F( 316 = 24,16; p <
0,0001) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F(1316) = 29,46; p < 0,0001). El andlisis post-hoc de
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Bonferroni reveld diferencias significativas entre los grupos No-estrés/Veh y Estrés/Veh (****p

++++

< 0,0001), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (" p < 0,0001). No se evidencié un
efecto per se del tratamiento con minociclina ya que se observaron diferencias entre los grupos
Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (°°°°p < 0,0001) y no se reportaron diferencias significativas entre
los grupos No-Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (p > 0,05).

Con respecto al andlisis estadistico de Np, el ANOVA de dos vias no evidencié
interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F s
=1,31; p > 0,05), ni efecto del estrés (F( 316y = 3,55; p > 0,05) o tratamiento (F 316y = 1,02; p >
0,05). Es importante destacar que el namero de ramificaciones primarias se correlaciona con el
reportado por otros estudios (Beynon y col., 2012).

A partir de Nm y Np se calcul6 el indice de ramificacion de Schoenen mediante el
cociente entre ambos pardmetros (figura 28E). Consistentemente con la curva del anélisis de
Sholl, el andlisis estadistico del indice de ramificacion mediante ANOVA de dos vias evidencid
interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs.
Mino: Fgs16) = 9,00; p = 0,003), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs. Estrés: Fg s =
4,14; p = 0,04) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F( 316) = 13,57; p = 0,0003). La prueba post-hoc
de Bonferroni reveld diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/Veh y Estrés/Veh

++++

(**p < 0,01), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (" p < 0,0001), lo que evidencia el
efecto de reversién de minociclina. No se evidencié un efecto per se del tratamiento con
minociclina ya que se observaron diferencias significativas entre los grupos Estrés/Veh y No-
Estrés/Mino (°°°p < 0,001), y no se reportaron diferencias significativas entre los grupos No-
Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (p > 0,05).

Por otro lado, la suma del nimero de intersecciones y la distancia maxima de
interseccion también se encontraron incrementados en los animales pre-estresados (figura 28F-
G).

El andlisis estadistico de la suma de intersecciones mediante ANOVA de dos vias
evidenci¢ interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés
X Veh vs. Mino: Fi a6 = 30,87; p < 0,0001), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs.
Estrés: F s16) = 24,33; p < 0,0001) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F 316 = 34,32; p < 0,0001).
El andlisis post-hoc de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los grupos No-
Estrés/Veh y Estrés/Veh (****p < 0,0001), y entre Estrés/Veh y Estrés/Mino (""p < 0,0001).
No se evidencié un efecto per se del tratamiento con minociclina ya que se observaron
diferencias significativas entre Estrés/\VVeh y No-Estrés/Mino (°°°°p < 0,0001) y no se reportaron

diferencias significativas entre No-Estrés/VVeh y No-Estrés/Mino (p > 0,05) (figura 28F).
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Figura 28. Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la
morfologia de la microglia en NAc core. A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia de cada grupo
experimental obtenidas por microscopia confocal. Merge DAPI e Iba-1. La barra de escala corresponde a 50 um. B)
Imégenes representativas de una célula microglial de cada grupo experimental. La barra de escala corresponde a 20
pum. C) Imagenes representativas de la esqueletonizacion de una célula microglial de cada grupo experimental
empleada para realizar el Analisis de Sholl. La barra de escala corresponde a 20 um. D) Grafico del Analisis de Sholl
en el que se representa el nimero de intersecciones entre los procesos microgliales y cada anillo concéntrico en
funcion de la distancia del soma. E) indice de ramificacion. F) Suma de intersecciones. G) Maxima distancia de
interseccién. Todos los datos se muestran como media + SEM. El nimero de células pertenecientes a cada grupo

experimental (n) se muestra entre paréntesis. (\Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

El analisis estadistico de la maxima distancia de interseccion mediante ANOVA de dos
vias evidencio interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs.
Estrés x Veh vs. Mino: Fgs16) = 9,51; p < 0,01), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs.
Estrés: Fq a16) = 6,30; p < 0,05) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F( 516 = 20,89; p < 0,0001). El
andlisis de comparaciones multiples de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los
grupos No-Estrés/Veh y Estrés/Veh (***p < 0,001) y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino
("™"p < 0,0001). En el anlisis de este parametro tampoco se evidenci6 un efecto per se del
tratamiento con minociclina (Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °°°°p < 0,0001 y No-Estrés/Veh
vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05) (figura 28G).

Consistentemente, todo este analisis reveld un incremento en el perfil de ramificacion y
la complejidad de las ramificaciones inducidos por estrés, sin cambios en el nimero de ramas
primarias originadas en el soma de cada célula microglial. Ademas, en las células analizadas
provenientes de animales estresados, se observd un incremento en la distancia maxima de
interseccion, parametro relacionado con la extension de los procesos microgliales.

El nimero de células microgliales se ha reportado incrementado en areas cerebrales
involucradas en el proceso adictivo tras la exposicién a distintos protocolos experimentales de

estrés (Wang y col., 2018; Nair y Bonneau, 2006).
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Figura 29. Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre el
ntmero de células Iba-1 positivas en NAc core. Los datos se muestran como media + SEM. El ndmero de animales

pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).
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Consistentemente, nuestros resultados evidenciaron un incremento en el numero de
células Iba-1 positivas. Sin embargo, minociclina no fue capaz de restaurar este evento celular
(figura 29). EI ANOVA de dos vias demostr6 efecto principal del estrés (No-Estrés vs. Estrés:
Faze = 12,27, **p < 0,01). Sin embargo, el analisis estadistico no evidencio interaccion
significativa entre las variables estres y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F s
=0,73; p > 0,05) ni efecto significativo del tratamiento (Veh vs. Mino: F 2 = 2,62; p > 0,05).

Para evaluar la actividad de la microglia, cuantificamos la inmunoreactividad de la
molécula adaptadora de union al calcio ionizado 1 (Iba-1). Iba-1 es un marcador microglial
expresado por células microgliales tanto reactivas como quiescentes (Kettenmann y col., 2011),
y los cambios en su expresion han sido correlacionados con alteraciones en la actividad
microglial (Ito y col., 1998, 2001). En consonancia con las alteraciones morfoldgicas
observadas en la microglia, los resultados demostraron que los animales previamente expuestos
a estrés cronico mostraron un aumento significativo de la inmunoreactividad de Iba-1 en NAc
core cuando se compararon los resultados con los de animales que no habian sido sometidos a
estrés (figura 30B).
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Figura 30. Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la
expresion de Iba-1 en NAc core. A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia de cada grupo experimental
obtenidas por microscopia confocal. LUT: Rainbow. La barra de escala corresponde a 50 um. B) Intensidad de
fluorescencia total de Iba-1 en NAc core. Los datos se muestran como media + SEM. El nimero de animales

pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

El anédlisis de la intensidad de fluorescencia total de Iba-1 en NAc core mediante

ANOVA de dos vias demostré interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento
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(No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: Fg . = 6,00; p < 0,05), efecto significativo del estrés
(No-Estrés vs. Estrés: Fq .9) = 4,94; p < 0,05) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F .9 = 6,32; p <
0,05). El anélisis post-hoc de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los grupos No-
estrés/Veh y Estrés/Veh (*p < 0,05), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (*p < 0,01),
lo que evidencia el efecto restaurador del tratamiento con minociclina. No se evidencié un
efecto per se del tratamiento con minociclina ya que se observaron diferencias significativas
entre los grupos Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (°p < 0,01), y no se reportaron diferencias
significativas entre los grupos No-Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (p > 0,05).

La exposicion a eventos estresantes es capaz de cambiar el microambiente neuroinmune
hacia un inmunofenotipo proinflamatorio (Frank y col., 2012). Teniendo en cuenta este
contexto, determinamos la expresion del ARNm que codifica para TNF-a e IL-1p en NAc core
ya que ambas citoquinas proinflamatorias se han reportado alteradas tras la exposicion a estrés
(Frank y col., 2012). Para realizar este experimento, empleamos el mismo protocolo
experimental (figura 10 de la seccion materiales y métodos) con la diferencia de que el dia 21 se
Ilevo a cabo la diseccion de NAc core. Posteriormente, se realizo la extraccion de ARN total,
seguida de trascripcion reversa de ARNm para obtener ADNc. El nivel de expresion de ARNm
para cada citoquina fue cuantificado mediante PCR real time (para méas detalles ver seccion de
materiales y métodos).

Los resultados demostraron que el estrés crénico indujo un aumento persistente del
ARNmM que codifica para TNF-a en esta region cerebral (figura 31A). El andlisis de datos
mediante ANOVA de dos vias demostrd interaccion significativa entre las variables estrés y
tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F 3 = 5,21; p < 0,05), efecto del estrés (No-
Estrés vs. Estrés: Fq .3 = 15,06; p < 0,001) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F( 25 = 11,10; p <
0,01). EIl test post-hoc de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los grupos No-
Estrés/Veh y Estrés/Veh (**p < 0,01), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (“'p < 0,01).
No se evidencié un efecto per se del tratamiento con minociclina ya que se observaron
diferencias significativas entre los grupos Estrés/Veh y No-Estrés/Mino (°°°p < 0,001), y no se
reportaron diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/\VVeh y No-Estrés/Mino (p >
0,05).

En contraste, aunque se observd una marcada tendencia de aumento con respecto al
ARNmM que codifica para IL-1p en los animales previamente estresados (figura 31B), el analisis
estadistico mediante ANOVA de dos vias no mostr6 interacciéon entre las variables estrés y
tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F .3 = 1,66; p > 0,05) y tampoco efecto del
estrés (No-Estrés vs. Estrés: Fq .3 = 3,92; p > 0,05) o del tratamiento (Veh vs. Mino: F 3 =
2,14; p > 0,05).
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Figura 31. A-B) Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina
sobre los niveles de ARNm que codifican para TNF-a e IL-1B en NAc core. Los datos se muestran como media +
SEM. El nimero de animales pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Veh =

vehiculo, Mino = minociclina).

Conclusion Parcial: En conjunto, estos datos sugieren que la exposicion a estrés cronico induce
un perfil de hiper-ramificacién de la microglia en NAc core, el cual se acompafia de un
persistente incremento de la inmunoreactividad de lba-1 y de los niveles de ARNm que
codifican para TNF-o. Ademas, el tratamiento sistémico con minociclina, por su capacidad
para inhibir la activacion microglial y su efecto anti-inflamatorio, es capaz de restaurar no sélo
las alteraciones morfolégicas y la expresiéon de Iba-1, sino también los niveles de ARNm de

TNF-a en los animales previamente estresados.

5. Estudio de la participacion de la microglia en los cambios inducidos por la exposicion a
estrés cronico sobre la homeostasis de glutamato en NAc core mediante un tratamiento

sistémico con minociclina.

En el objetivo 2 demostramos la desregulacion de la homeostasis de glutamato inducida
por estrés cronico, siendo uno de los rasgos distintivos el aumento de la concentracion basal de
glutamato extracelular en NAc core. Este cambio homeostatico ha sido atribuido a una
disminucién en la captacion de glutamato debido una reduccion en la expresion de GLT-1 en
esa region cerebral.

Para estudiar si la microglia participa en esta alteracion, determinamos la concentracion
basal de glutamato extracelular mediante el método de no net flux y la expresion de GLT-1 en
NAc core después de un tratamiento sistémico con minociclina. Para ello, se utiliz6 el protocolo
experimental presentado en la figura 10 de la seccion de materiales y métodos. Con el fin de

llevar a cabo el monitoreo de glutamato extracelular basal en NAc core, se realiz6 la cirugia de
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implantacion de la sonda de didlisis el dia 20, y el dia 21 se realiz6 la técnica de microdialisis in
vivo mediante el método de no net flux. Por otro lado, en otro grupo de animales, el dia 21 del
protocolo experimental se llevé a cabo la diseccion de NAc core para luego cuantificar GLT-1
por western blot. Para mas detalles ver la seccidn de materiales y métodos.

En la figura 32A se observan las rectas de regresion lineal obtenidas en el experimento
de no net flux en NAc core (pendientes - No-Estrés/Veh: 0,70 + 0.04, Estrés/Veh: 0,73 + 0,07,
No-Estrés/Mino: 0,75 = 0.03, Estrés/Mino: 0,76 + 0,05). El analisis de regresion lineal no
evidencio diferencias significativas entre las pendientes (F162) = 0,24; p = 0,87), lo que indica

una recuperacion in vivo equivalente entre las probes.
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Figura 32. Influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre los niveles basales de glutamato en NAc
core. A) Curvas de regresion lineal obtenidas mediante el método de no net flux y posterior cuantificacion de
glutamato por HPLC en NAc core. B) Concentracion basal de glutamato obtenida por la extrapolacion de la curva de
regresion lineal con el eje x. C) lustracion de la ubicacién de la membrana activa de las probes de diélisis en NAc
core seguin Paxinos y Watson (2007). Las lineas discontinuas representan las ubicaciones de las sondas de didlisis en
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el grupo No-Estrés y las lineas continuas representan las del grupo Estrés. En el hemisferio izquierdo se observan las
localizaciones de las probes en los animales tratados con vehiculo, mientras que en hemisferio derecho se observan
las de los animales tratados con minociclina. Los datos se muestran como media + SEM. El nimero de animales

pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

Al igual que nuestros resultados previos, evidenciamos que el glutamato extracelular
basal en NAc core permanece elevado hasta dos semanas después de la Ultima exposicion a
estrés (figura 32B). Las concentraciones de glutamato basal corresponden a la interseccion entre
la linea de regresidn ajustada a los puntos obtenidos experimentalmente y el eje x, lo que
representa el punto en el que no hay flujo neto de glutamato hacia o desde la membrana de la
probe de didlisis. Los datos obtenidos de la extrapolacion de la linea de regresion de cada
animal perteneciente a cada grupo experimental con el eje X mostraron las siguientes
concentraciones basales de glutamato: No-Estrés/Veh (3,61 + 0,56) UM, Estrés/Veh (7,77 +
1,47) uM, No-Estrés/Mino (3,26 = 0,50) uM, Estrés/Mino (3,32 + 0,60) uM. El analisis
estadistico de los datos mediante ANOVA de dos vias reveld interaccion significativa entre las
variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: Fg 30 = 5,88; p < 0,05),
efecto significativo del estrés (No-Estrés vs. Estres: Fq 30 = 6,21; p < 0,05) y del tratamiento
(Veh vs. Mino: Fq 50 = 8,01; p < 0,01). El analisis post-hoc de Bonferroni reveld diferencias
significativas entre los grupos No-Estrés/Veh y Estrés/Veh (**p < 0,01), y entre Estrés/\Veh y
Estrés/Mino ("p < 0,01). No se evidencio un efecto per se del tratamiento con minociclina
(Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °°p < 0,01 y No-Estrés/VVeh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).

Estos resultados se correlacionaron con una significativa reduccion de la expresion del

transportador GLT-1 inducida por estrés en NAc core (figura 33).
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Figura 33. Nivel de expresion de GLT-1 en NAc core. EI nimero de animales (n) pertenecientes a cada grupo

experimental se muestra en las barras. Todos los datos se muestran como media £ SEM. (Veh = vehiculo, Mino =

minociclina).
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El analisis estadistico de los resultados mediante ANOVA de dos vias revel6 interaccion
entre las variables estres y tratamiento (No-Estres vs. Estrés x Veh vs. Mino: F( 25 = 11,53; p <
0,01) y efecto principal del estrés (No-Estrés vs. Estres: F .5 = 6,06; p < 0,05). Sin embargo,
este analisis no evidencio efecto del tratamiento (Veh vs. Mino: Fg 25 = 2,56; p > 0,05). El
analisis post-hoc de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/\Veh
y Estrés/Veh (**p < 0,01), y entre Estrés/Veh y Estrés/Mino (*'p < 0,01). No se evidenci6 un
efecto per se del tratamiento con minociclina (Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °p < 0,05 y No-
Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).

Dado que el transportador GLT-1 se encuentra altamente expresado en astrocitos y que
estas células ejercen una regulacion directa de la transmision glutamatérgica, determinamos la
inmunoreactividad de GFAP (marcador de astrocitos) en NAc core. Para ello, se utilizo el
mismo protocolo experimental (figura 10 de la seccion de materiales y métodos). Para realizar
el anélisis de GFAP se tomé el canal GFAP positivo de las mismas imagenes de
inmunofluorescencia tomadas por microscopia confocal para el objetivo 4 (para mas detalles ver
seccion de materiales y métodos).

Los resultados revelaron una marcada disminucion de la inmunoreactividad de GFAP
en NAc core (figura 34B).
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Figura 34. Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la
expresion de GFAP en NAc core. A) Iméagenes representativas de inmunofluorescencia de cada grupo experimental
obtenidas por microscopia confocal. LUT: Rainbow. La barra de escala corresponde a 50 um. B) Intensidad de
fluorescencia total de GFAP en NAc core. Los datos se muestran como media £ SEM. El ndmero de animales

pertenecientes a cada grupo experimental (n) se muestra entre paréntesis. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).
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El andlisis de los datos mediante ANOVA de dos vias demostrd interaccion significativa
entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F 29 = 4,36; p <
0,05), efecto significativo del estrés (No-Estres vs. Estrés: Fuoq = 7,60; p < 0,01) y del
tratamiento (Veh vs. Mino: F .9 = 24,90; p < 0,0001). El analisis de comparaciones multiples
de Bonferroni revel6 diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/VVeh y Estrés/Veh (*p

++++

< 0,05), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (" p < 0,0001). No se evidencié efecto
per se del tratamiento con minociclina (Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °°°°p < 0,0001 y No-

Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).

Conclusion parcial: El resultado més destacado obtenido en estos experimentos es que el
tratamiento con minociclina restablece la homeostasis glutamatérgica en NAc core, lo que
indica que la persistente desregulacion de la homeostasis de glutamato inducida por la
exposicion a estrés cronico en NAc core depende de la participacion de la microglia. Mas aun,
dado que el tratamiento con minociclina es capaz de restaurar la expresion de GLT-1y GFAP,
y consecuentemente normalizar la concentracién basal de glutamato extracelular en NAc core,
estas evidencias colocarian a la microglia cascada arriba de la accion de astrocitos en el

mecanismo de desregulacion de la homeostasis de glutamato.

6. Estudio de la participacion de la microglia sobre los cambios en la morfologia de espinas
dendriticas inducidos por la exposicion a estrés cronico empleando un tratamiento

sistémico con minociclina.

La sensibilizacion conductual y la reinstalacion de la conducta de bldsqueda de drogas
han sido asociadas a modificaciones estructurales duraderas en los circuitos neuronales que
conforman el circuito de la motivacion. Una de las formas mas robustas de plasticidad neuronal
relacionada con la exposicién repetida a psicoestimulantes es la reorganizacién persistente de
las espinas dendriticas (Robinson y Kolb, 1997).

En términos generales, las espinas dendriticas se clasifican en thin, stubby o mushroom.
Las espinas thin, cuya longitud total es mayor que el ancho de su cabeza y cuyo ancho de
cabeza es mayor que el ancho de su cuello, se consideran espinas plasticas inmaduras. Las
espinas stubby, cuya longitud total es casi igual al diametro de su cabeza, son las menos
comprendidas en relacion a estructura y funcién aunque se las considera generalmente como
elementos sinapticos plasticos e inmaduros. Las espinas tipo mushroom, cuyo ancho de cabeza
es mayor que el de su cuello, son consideradas espinas maduras y establecen fuertes contactos
sinapticos. Este tipo de espinas también muestran importantemente un aumento de la expresion

de receptores AMPA a lo largo de PSD respecto de las espinas stubby (Golden y Russo, 2012).
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La relevancia de la caracterizacion de las espinas dendriticas por tipo (es decir, thin,
mushroom o stubby) radica en que las distintas categorias morfolégicas tienen propiedades
fisioldgicas diferenciales y pueden reflejar la importancia funcional de la plasticidad
dependiente de la experiencia (Golden y Russo, 2012; Holtmaat y Svoboda, 2009). Por ejemplo,
la actividad sinaptica en espinas dendriticas individuales ha sido vinculada directamente a su
remodelacién estructural (Matsuzaki y col., 2004). Asi, cambios morfolégicos en las espinas
dendriticas pueden representar cambios funcionales tal como alteraciones en la fuerza sinaptica
(Harris y Kater, 1994).

Para llevar a cabo este experimento se utilizd el protocolo experimental presentado en la
figura 10 de la seccion de materiales y métodos. El dia 21, se realizd la perfusion intracardiaca
para fijar los cerebros. Posteriormente, se realizo la tincion de las espinas dendriticas con Dil y
se tomaron las imagenes por microscopia confocal (para mas detalles ver seccion de materiales
y métodos).

En la figura 35A se observa la distribucién de densidad de espinas totales y de espinas
segun su clasificacion morfoldgica en thin, mushroom o stubby en NAc core.

El andlisis de los resultados de la densidad de espinas totales mediante ANOVA de dos
vias revel6 interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-estrés vs. Estrés
x Veh vs. Mino: F 14y = 17,48; p < 0,001) y efecto significativo del tratamiento (Veh vs. Mino:
Fa14 = 30,50; p < 0,0001). Sin embargo, este analisis no se evidencio efecto del estrés (No-
Estrés vs. Estrés: Fu14 = 2,76; p > 0,05). El test de comparaciones maltiples de Bonferroni
evidencié diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/Veh y Estrés/VVeh (**p < 0,01), y

++++

entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino (" p < 0,0001). Minociclina no manifesté efecto per
se sobre la densidad de espinas totales (Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: °°°p < 0,001 y No-
Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).

En cuanto a la densidad de espinas tipo thin, el analisis estadistico mediante ANOVA de
dos vias revel6 efecto principal del tratamiento (Veh vs. Mino: Fg .4 = 26,47; ™p < 0,001),
mientras que no evidenci6 interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs.
Estrés x Veh vs. Mino: F(114) = 0,72; p > 0,05), ni efecto del estrés (No-Estrés vs. Estres: F 14 =
0,14; p > 0,05).

En relacion a la densidad de espinas tipo stubby, el ANOVA de dos vias de los
resultados obtenidos reveld interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs.
Estrés x Veh vs. Mino: Fy 14y = 7,89; p < 0,05), pero no mostro efecto del estrés (No-Estrés vs.
Estrés: Fy14) = 0,84; p > 0,05) o del tratamiento (Veh vs. Mino: Fq 14 = 1,38; p > 0,05). El
analisis post-hoc de Bonferroni no mostr6 diferencias significativas entre los grupos

experimentales (p > 0,05).
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Interesantemente, el andlisis de los resultados de la densidad de espinas tipo mushroom
mediante ANOVA de dos vias reveld interaccién entre las variables estrés y tratamiento (No-
Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: Fq 149 = 11,49; p < 0,001), efecto significativo del estrés (No-
Estrés vs. Estres: Fq14) = 9,75; p < 0,001) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F14 = 12,15; p <
0,001). El andlisis post-hoc de Bonferroni demostré diferencias significativas entre los grupos
No-Estrés/Veh y Estrés/Veh (**p < 0,01), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino ("'p <
0,01). Minaociclina no manifesto efecto per se en la densidad de este tipo de espinas (Estrés/\Veh
vs. No-Estrés/Mino: °°p < 0,01 y No-Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).
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Figura 35. Efecto de la exposicion a estrés cronico e influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la

i

densidad de espinas dendriticas en NAc core. A) Densidad de espinas totales, thin, stubby y mushroom cada 10 pum.
El nimero de animales (n) pertenecientes a cada grupo experimental se muestra entre paréntesis. Todos los datos se
muestran como media + SEM. Total de um analizados por grupo experimental: No-Estrés/VVeh (610 pm), Estrés/\VVeh
(633 pum), No-Estrés/Mino (827 um), Estrés/Mino (623 um). B) Imégenes representativas de un segmento dendritico

con espinas de NAc core de cada grupo experimental. La barra de escala representa 10 pm.

Conclusion parcial: Los resultados indican un aumento de la densidad de espinas dendriticas
totales y de tipo mushroom en NAc core inducido por la exposicién a estrés cronico. Estas
evidencias son consistentes con el incremento persistente de la concentracion basal de
glutamato observado en los experimentos de los objetivos 2 y 4 en la misma region cerebral.
Importantemente, estos hallazgos demuestran que el tratamiento con minociclina impide esta
remodelacion estructural, un evento probablemente ligado a la restauracion de la homeostasis

glutamatérgica mediante el tratamiento sistémico con minociclina.
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7. Influencia de un tratamiento sistémico con minociclina sobre la autoadministracion de

cocaina en animales previamente expuestos a estrés cronico.

Con el objetivo de determinar si la microglia contribuye a la influencia del estrés sobre
la administracion contingente de cocaina, evaluamos la conducta de autoadministracion en
animales previamente estresados y sometidos a un tratamiento cronico con minociclina. Para
ello, se empled el protocolo experimental presentado en la figura 11 de la seccién de materiales
y métodos.

Los resultados mostraron un efecto facilitador del estrés crénico sobre la adquisicion de
la conducta de autoadministracion de cocaina. La facilitacion inducida por estrés se demostro
cuantificando el nimero de presiones de la palanca activa e infusiones de cocaina durante un
protocolo de autoadministracion de 10 dias (figura 36A-B). El analisis de datos correspondiente
al nimero de presiones de la palanca activa, mediante ANOVA de tres vias de muestras
repetidas en funcién del tiempo, evidencio interaccion entre las variables estrés y tratamiento
(No-Estres vs. Estres x Veh vs. Mino: F( 36 = 7,41; p < 0,01) y efecto significativo del tiempo
(Fes2ey = 11,98; p < 0,0001). Sin embargo, este analisis no reportd interaccion entre las
variables tiempo, estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo: Fg s =
0,48; p > 0,05).

En cuanto a las infusiones de cocaina, el analisis de los resultados obtenidos, mediante
ANOVA de tres vias de muestras repetidas en funcion del tiempo, evidenci6 interaccién entre
las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estres x Veh vs. Mino: F( 36 = 4,84; p < 0,05) y
efecto significativo del tiempo (F.324) = 18,09; p < 0,0001), pero no reportd interaccion entre las
variables estrés, tratamiento y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo: Fg.304) =
0,69; p > 0,05).
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Figura 36. Autoadministracion endovenosa de cocaina. A) Numero de presiones de la palanca activa durante 10 dias
de registro conductual. B) Ndmero de infusiones de cocaina durante 10 dias de registro conductual. Todos los datos

se muestran como media £ SEM. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).
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Para evaluar si habia diferencia entre los grupos experimentales conforme transcurrian
los dias, se realiz6 un analisis estadistico de los datos obtenidos el ultimo dia del protocolo
experimental mediante ANOVA de dos vias.

El analisis de los resultados correspondientes al nimero de presiones de la palanca
activa (dia 10) revel6 interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés
vs. Estrés x Veh vs. Mino: Fq s = 8,74; p < 0,01), efecto significativo del estrés (No-Estrés vs.
Estrés: Fq 36 = 8,35; p < 0,01) y del tratamiento (Veh vs. Mino: F( 56 = 6,63; p < 0,05). El test
de comparaciones multiples de Bonferroni demostr6 diferencias significativas entre los grupos
No-Estrés/Veh y Estrés/Veh (***p < 0,001), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino ("'p <
0,01).

El mismo analisis estadistico se realizd con los datos correspondientes a las infusiones
de cocaina. EI ANOVA de dos vias realizado a partir de los datos obtenidos el dia 10 evidencié
interaccion significativa entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs.
Mino: Fq 36 = 6,36; p < 0,05), efecto significativo del estrés (No-Estres vs. Estrés: F s = 5,89;
p < 0,05) y del tratamiento (Veh vs. Mino: Fq 35 = 4,83; p < 0,05). El analisis post-hoc de
Bonferroni demostrd diferencias significativas entre los grupos No-Estrés/Veh y Estrés/Veh
(**p < 0,01), y entre los grupos Estrés/Veh y Estrés/Mino ("'p < 0,01).

Minociclina no manifest6 efecto per se en relacién al nimero de presiones de la palanca
activa y el nimero de infusiones el dia 10 del protocolo experimental (Estrés/Veh vs. No-
Estrés/Mino: °°p < 0,001 y No-Estrés/Veh vs. No-Estrés/Mino: p > 0,05).

Estos resultados indicaron que el dia 10, el nimero de presiones de palanca activa y de
infusiones de cocaina se potenciaron significativamente en los animales sometidos previamente
a estrés en comparacion con los animales control. Interesantemente, minociclina fue capaz de
revertir el efecto de facilitacion del estrés sobre la adquisicion de la conducta de
autoadministracion (figura 36A-B).
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Figura 37. Autoadministracion endovenosa de cocaina. Nimero de presiones de la palanca inactiva durante 10 dias de

registro conductual. Los datos se muestran como media £ SEM. (Veh = vehiculo, Mino = Minociclina).
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Al evaluar las palancas inactivas (figura 37), el ANOVA de tres vias de muestras
repetidas en funcién del tiempo no evidencio interaccion entre las variables estrés, tratamiento y
tiempo (No-Estres vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo: Fs.4) = 1,00; p > 0,05). Este analisis
tampoco reveld interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh
vs. Mino: Fg s = 0,07, p > 0,05), ni efecto del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F 36 = 1,70; p >
0,05), del tratamiento (Veh vs. Mino: F 3 = 0,08; p > 0,05) o del tiempo (Fg 324y = 1,35; p >
0,05), lo que demuestra que los animales diferenciaron la palanca activa de la inactiva y la
conducta fue dirigida al objetivo (blsqueda de la droga).

En la figura 38 se observa el desempefio durante el protocolo de autoadministracion del
animal con mejor rendimiento conductual de cada grupo experimental. Las imagenes de la
columna A corresponden a los gréaficos raster que representan la presion de la palanca activa
(lineas azules) e inactiva (lineas rojas) durante los 120 min de sesion diaria en los 10 dias de
registro conductual.

Con el fin de inferir la concentracion de cocaina que se alcanza en cerebro durante cada
sesion de autoadministracion, las infusiones de cocaina se convirtieron en concentraciones
cerebrales de la droga utilizando el software Matlab (MathWorks) y una ecuacién obtenida de
un estudio farmacocinético (Pan y col., 1991). Estas concentraciones fueron representadas en
graficos en formato de mapas de colores que representan la concentracion de cocaina cerebral
durante los 120 min de sesion diaria en los 10 dias de registro conductual (imagenes de la figura
38 columna C). La prension de la palanca activa y la conversion de las infusiones en
concentracién de cocaina en el cerebro evidencian la facilitacion de la adquisicion de la
conducta de autoadministracion. De manera interesante, los niveles de cocaina en el cerebro se
observaron estables en el animal expuesto a estrés (Estrés/Veh), tal como se observa en la
columna B de la figura 38 (dia 5 y dia 10), mientras que el animal control de mejor rendimiento
(No-Estrés/Veh) no mostrd estabilizacion de la concentracién de cocaina en cerebro hasta el dia
10 (figura 37, columna B).

Importantemente, el tratamiento con minociclina logré mitigar la facilitacion de la
adquisicion de la autoadministracion de cocaina potenciada por la exposicion previa a estrés
cronico (figura 36), efecto que también se observé en los gréaficos raster y mapas de color
(figura 38, columnas Ay C).

En conjunto estos datos sugieren que la microglia participa en los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen a la facilitacion de la adquisicion de la autoadministracion de

cocaina inducida por la exposicion a estrés crénico.
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Figura 38. A) Gréficos raster de cada grupo experimental. Las lineas rojas representan la presiéon de la palanca
inactiva, mientras que las azules representan la presion de la palanca activa. B) Concentracion de cocaina en cerebro
en funcion del tiempo de duracidn de la sesién de autoadministracion de cocaina los dias 5 y 10. C) Mapas de colores
que representan la concentracion de cocaina en cerebro durante los 120 min diarios de autoadministracion en un

protocolo de 10 dias de registro conductual. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

Para evaluar la especificidad del tratamiento con minociclina sobre la influencia de la
exposicion a estrés cronico en la autoadministracion de cocaina, evaluamos la ingesta de un
reforzador natural (sacarosa) siguiendo el mismo protocolo experimental descripto, con la Unica
diferencia que este grupo de animales fue sometido a un protocolo de autoadministracion oral.
Los resultados obtenidos no mostraron diferencias entre los grupos experimentales (figuras 39 y
40).
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Figura 39. Autoadministracion oral de sacarosa. A) Numero de presiones de la palanca activa durante 10 dias de
registro conductual. B) Numero de ingestas de sacarosa durante 10 dias de registro conductual. Todos los datos se

muestran como media + SEM. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).

El analisis de datos correspondientes al nimero de presiones de la palanca activa,
mediante ANOVA de tres vias de muestras repetidas en funcion del tiempo, evidencié efecto
del tiempo (F216) = 21,73; p < 0,0001). Sin embargo, este analisis no evidencio interaccion
entre las variables estrés, tratamiento y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo:
Fo.216 = 0,13; p > 0,05) o interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estres vs.
Estrés x Veh vs. Mino: F(; .4 = 0,02; p > 0,05). Tampoco se observo efecto del estrés (No-Estrés
vs. Estres: F .4 = 0,02; p > 0,05) o del tratamiento (Veh vs. Mino: F .4 = 0,33; p > 0,05). De
manera similar, el analisis estadistico del consumo de sacarosa revel6 efecto del tiempo (F 21
= 38,46; p < 0,0001), pero no evidencié interaccion entre las variables estrés, tratamiento y
tiempo (No-Estres vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo: Fg216 = 0,30; p > 0,05) o interaccion
entre las variables estrés y tratamiento (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino: F;24 = 0,01; p >
0,05). Por otro lado, tampoco se observo efecto del estrés (No-Estres vs. Estrés: F .4 = 0,05; p
> 0,05) o del tratamiento (Veh vs. Mino: F 24 = 0,78; p > 0,05).
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Figura 40. Autoadministracion oral de sacarosa. NUmero de presiones de la palanca inactiva durante 10 dias de

registro conductual. Los datos se muestran como media + SEM. (Veh = vehiculo, Mino = minociclina).
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En cuanto al numero de palancas inactivas, el analisis estadistico reveld efecto principal
del tiempo (F.216) = 9,47; p < 0,0001), pero no evidencio interaccion entre las variables estres,
tratamiento y tiempo (No-Estrés vs. Estrés x Veh vs. Mino x tiempo: F216) = 1,73; p > 0,05) 0
interaccion entre las variables estrés y tratamiento (No-Estres vs. Estrés x Veh vs. Mino: F o4 =
0,62; p > 0,05). Ademas, tampoco se observo efecto del estrés (No-Estrés vs. Estrés: F .q =
2,92; p > 0,05) o del tratamiento (Veh vs. Mino: F .4 = 0,64; p > 0,05). Es importante destacar
que el analisis estadistico revel6 que el tratamiento con minociclina no tuvo ningdn efecto en la
autoadministracion de sacarosa entre los distintos grupos experimentales, lo que sugiere que

minociclina no altera el consumo de un reforzador natural como sacarosa.

Conclusion Parcial: Estos resultados indican que la exposicién a estrés facilita la adquisicién
de la conducta de autoadministracion de cocaina, mientras que el tratamiento con minociclina
es capaz de prevenir esta alteracion conductual, efecto que puede ser atribuido a la
restauracion funcional de las células microgliales y consecuentemente al restablecimiento de la
homeostasis glutamatérgica en NAc core. Importantemente, los resultados indican que el
tratamiento con minociclina tiene especificidad sobre la influencia de estrés crénico en la
autoadministracion de cocaina ya que minociclina no modifico la ingesta de un reforzador

natural como la sacarosa.
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En el presente trabajo demostramos la influencia facilitadora de la exposicion a estrés
cronico en el desarrollo del fendbmeno de sensibilizacion conductual cruzada al efecto
estimulante motor de cocaina y la adquisicion de la conducta de autoadministracion de esta
droga. Este estudio aporta importantes evidencias sobre el efecto a largo plazo que ejerce la
exposicion a estrés cronico sobre la liberacion de dopamina y glutamato inducida por cocaina,
enfatizando la contribucion diferencial de los compartimentos de NAc, core y shell, y la
desregulacion de mecanismos glutamatérgicos en NAc core, mediada por células gliales
(astrocitos y microglia), que contribuyen a la vulnerabilidad a la adiccion a cocaina.

En primer lugar, tres semanas después del primer episodio de estrés croénico, la
administracion no contingente de una dosis de cocaina (15 mg/Kg i.p.) puso en evidencia el
fendmeno de sensibilizacion cruzada al efecto estimulante motor de cocaina y el fendbmeno de
sensibilizacion dopaminérgica en NAc core, pero no en shell, en los animales previamente
estresados. Estos resultados nos permitieron validar el modelo de sensibilizacion.

Ademas, se observo una robusta atenuacién de la liberacion de glutamato en NAc core
en respuesta a una inyeccion i.p. de cocaina dos semanas después del Gltimo episodio de estrés.
Por el contrario, en NAc shell, si bien cocaina provoco la liberacion de glutamato, no se
evidenciaron diferencias significativas entre los grupos experimentales. La alteracion
neuroquimica observada en el compartimento core de NAc fue asociada a una diferencia
encontrada en los niveles de glutamato extracelular de la linea de base experimental.
Efectivamente, estos resultados fueron corroborados mediante un experimento de microdialisis
in vivo por el método de no net flux, el cual evidencié un aumento de la concentracion basal de
glutamato extracelular. Este hallazgo fue atribuido a una reducida expresion del transportador
de glutamato GLT-1. Consistentemente, se observo una alteraciéon en la actividad astroglial
evidenciada por una disminucién de la inmunoreactividad de GFAP. En conjunto, estos
resultados indicaron una marcada desregulacion de la homeostasis de glutamato en NAc core
inducida por la exposicion a estrés cronico. Consecuente a esta desregulacién homeostética, se
observé una importante y duradera remodelacién estructural postsindptica en esta region
cerebral. Estos cambios plasticos estructurales consistieron en un incremento en la densidad
total de espinas dendriticas y de espinas tipo mushroom en los animales previamente estresados.

En segundo lugar, se observaron persistentes cambios morfoldgicos y funcionales en la
microglia en NAc core tras la exposicion a estrés cronico. Estas alteraciones se caracterizaron
por un aumento de la complejidad y extension de los procesos microgliales con un perfil
caracteristico de hiper-ramificacion sin cambios en el nimero de ramificaciones primarias, un
incremento de la inmunoreactividad de Iba-1, un aumento de los niveles de expresiéon de ARNm
que codifica para TNF-o. en paralelo a una marcada tendencia de aumento de ARNm que

codifica para IL-1B y un incremento del nimero de células Iba-1 positivas. Estos cambios
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fueron asociados a la alteracion, previamente descripta, de los mecanismos glutamatérgicos que
subyacen la comorbilidad entre los trastornos de estrés y uso de sustancias psicoactivas ya que;
al restablecer los niveles de glutamato basal a traves de la normalizacion de la expresion de
GLT-1y de la actividad astroglial, y restaurar los cambios plasticos estructurales postsinapticos
mediante un tratamiento sistémico con minociclina, se suprimi6 la capacidad del estrés para
facilitar la adquisicion de la conducta de autoadministracion de cocaina y potenciar la actividad
psicomotora luego de una inyeccidn no contingente de cocaina. Importantemente, este efecto
preventivo de minociclina fue atribuido a su capacidad para restaurar la morfologia y funcién de
la microglia y su accion como inhibidor selectivo de la polarizacion microglial hacia el estado
proinflamatorio.

En sintesis, los resultados obtenidos demostraron que la desregulacion de los
mecanismos glutamatérgicos en NAc core, que subyace a la potenciacion de los efectos
estimulante motor y reforzante de cocaina inducida por la exposicion a estrés crénico, es un

proceso dependiente de la participacion de la microglia.

Potenciacion de las propiedades estimulantes de cocaina sobre la actividad motora y
liberacion de dopamina en NAc core, pero no en shell, en un modelo de sensibilizacién

cruzada inducida por estrés croénico.

El estudio de la sensibilizacion cruzada conductual y dopaminérgica a psicoestimulantes
inducida por la pre-exposicion a estrés en NAc ha sido llevado a cabo por numerosos
laboratorios. Por un lado, se ha reportado la potenciacion de la actividad locomotora y la
liberacion de dopamina inducidas por distintas drogas de abuso como cocaina (Brodnik y col.,
2017; Kippin y col., 2008; Rouge-Pont y col., 1995; Sorg y Kalivas, 1991), anfetamina y
morfina (Deroche y col., 1995) en NAc en animales previamente sometidos a diferentes tipos de
estimulos estresantes como shock eléctrico en las patas (Sorg y Kalivas, 1991), restriccion de
comida (Deroche y col., 1995; Rouge-Pont y col., 1995), estrés prenatal inducido mediante
estrés materno por restriccion de movimiento (Kippin y col., 2008) y estrés inducido por
exposicion al olor de un predador (Brodnik y col., 2017). Sin embargo, estos estudios evaltan a
NAc como una region homogénea, posiblemente enmascarando la contribucién diferencial de
cada uno de sus dos compartimentos a los cambios conductuales observados.

Por otro lado, los estudios dirigidos a evaluar el rol especifico que juegan los
compartimentos de NAc han evidenciado resultados divergentes en cuanto al rol predominante
de NAc core o shell en la expresién a largo plazo de la sensibilizacion (Garcia-Keller y col.,
2013; Pacchioni y col., 2007; Boyson y col., 2011, 2014; Cadoni y Di Chiara, 1999; Cadoni y
col., 2000; Giorgi y col., 2005; Pierce y Kalivas, 1995, 1997b).
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Las evidencias aqui presentadas coinciden con hallazgos previos de nuestro laboratorio
gue asocian la sensibilizacion cruzada conductual a cocaina inducida por una Unica sesion de
estrés con la sensibilizacién dopaminérgica, exclusivamente en NAcC core, en respuesta a una
dosis desafio de la droga 21 dias después de la sesidn de estrés (Garcia-Keller y col., 2013). De
modo similar, en un modelo de sensibilizacidn cruzada entre estrés agudo y anfetamina, los
cambios conductuales se relacionaron con una robusta liberacién de dopamina producida por
anfetamina, tanto en NAc core como en NAc shell, 24 h después de la sesion de estrés.
Curiosamente, esta alteracién neuroguimica persistié en NAc core incluso 8 dias después de la
Unica sesion de estrés, mientras que a este tiempo la respuesta en NAc shell se encontrd
atenuada (Pacchioni y col., 2007).

Los resultados obtenidos en esta tesis también son coherentes con aquellos que indican
que el estrés puede activar el circuito dopaminérgico mesolimbico a través del receptor CRFR1,
lo que contribuye al desarrollo de adaptaciones neurales duraderas que potencian los efectos
reforzantes y estimulantes psicomotores de cocaina (Boyson y col., 2011). Otro estudio del
mismo laboratorio centrado en el rol de CRFR1 y CRFR2 en ATV, empleando un protocolo de
estrés intermitente por derrota social, reveld una marcada sensibilizacion dopaminérgica en NAc
shell en paralelo a la expresion de sensibilizacion conductual cruzada a cocaina en animales
previamente estresados, las cuales fueron puestas en evidencia 10 dias después de la Gltima
exposicion a estrés (Boyson y col., 2014). Aungue es claro que esta investigacion se centré en el
estudio de la proyeccion dopaminérgica desde ATV hacia NAc shell, no se evaluaron los
niveles de dopamina en NAc core, una region clave que participa en la expresion del fenémeno
de sensibilizacion.

En cuanto a la sensibilizaciéon conductual inducida por la exposicién repetida a drogas
de abuso, en modelos animales de sensibilizacién a morfina, cocaina y anfetamina, este
fendmeno se relacion6 con una mayor estimulacion de la transmisién dopaminérgica en NAc
core, pero no en shell, en respuesta a una dosis desafio de estas drogas después de un periodo de
abstinencia de entre 10 y 15 dias (Cadoni y Di Chiara, 1999; Cadoni y col., 2000; Giorgi y col.,
2005). Incluso se ha asociado la expresion de la sensibilizacion a anfetamina al reclutamiento de
una poblacion de neuronas reactivas en NAc core, pero no en shell, dos semanas después de un
pre-tratamiento con anfetamina (Nordquist y col., 2008).

Por otro lado, aunque estudios disefiados para evaluar el componente presinaptico del
fendmeno de sensibilizacion han reportado sensibilizaciéon cruzada conductual y dopaminérgica
en respuesta a anfetamina en animales expuestos previamente a un esquema de administracién
sistémica de cocaina, estos fendmenos fueron evidenciados estrictamente en animales sometidos
a abstinencia a largo plazo cuando se monitoreé la conducta y los niveles de dopamina después

de la microinyeccion de anfetamina en NAc shell, mientras que no fueron observados cuando se
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realizé la administracion en NAc core (Pierce y Kalivas, 1995). Es sumamente importante
destacar que este estudio fue realizado mediante la infusion local de la droga en el area cerebral
de interés. En este contexto, los efectos de la anfetamina sobre la liberacion de dopamina y la
actividad motora fueron mediados por acciones circunscriptas a cada compartimento de NAc,
con la contribucidn insignificante de ciertos mecanismos que comprenden la participacion de
importantes sistemas de neurotransmision y regiones cerebrales que subyacen al fenébmeno de
sensibilizacion y que estan particularmente involucrados en la administracién sistémica de la
droga.

En conjunto, estas evidencias sugieren que los mecanismos dopaminérgicos en core y
shell contribuyen de manera diferente al fendmeno de sensibilizacion. El incremento de
dopamina en NAc core parece ser la caracteristica general de la expresion duradera de la
sensibilizacion conductual a psicoestimulantes inducida por drogas de abuso y estrés. En cuanto
al proceso adictivo y en apoyo a estas evidencias, se cree que NAc shell tendria un rol
preponderante durante los primeros contactos con la droga, es decir en etapas tempranas del
desarrollo de la adiccion, mientras que NAc core mediaria la ejecucion a largo plazo de las
conductas relacionadas con la adiccion (Di Chiara, 2002; Ito y col., 2004; Meredith y col.,
2008).

Interesantemente, evidencias previas de nuestro laboratorio han reportado que la
sensibilizacion dopaminérgica en NAc core asociada a la sensibilizacion conductual observada
tras la administracion no contingente de una dosis desafio de anfetamina en animales
previamente expuestos a estrés, es un evento neuroquimico dependiente de glutamato; dado que
la administracién de MK-801, un antagonista de los receptores glutamatérgicos NMDA, 30 min
antes de la exposicién a estrés agudo por restriccién de movimiento fue capaz de bloquear la
sensibilizacion dopaminérgica y conductual (Pacchioni y col., 2007). Estudios posteriores
enfocados en la interaccion de la transmision dopaminérgica y glutamatérgica en NAc core
demostraron que el bloqueo de los receptores glutamatérgicos AMPA, mediante la
administracion del antagonista CNQX, fue capaz de prevenir la sensibilizacion dopaminérgica y
conductual en respuesta a cocaina observada a largo plazo en animales pre-estresados (Garcia-
Keller y col., 2013). De este modo, las alteraciones inducidas por estrés en las transmisiones
dopaminérgicas y glutamatérgicas que convergen en NAc core serian las responsables de
generar los cambios bioquimicos persistentes que subyacen al fendmeno de sensibilizacién
conductual cruzada a psicoestimulantes (Garcia-Keller y col., 2013; Pacchioni y col., 2007), lo
cual también denota que ambos sistemas de neurotransmisién constituyen sustratos

neurobiol6gicos comunes al impacto del estrés y las drogas de abuso.
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Relevancia de la desregulacion de la homeostasis de glutamato en NAc core, pero no en
shell, para la vulnerabilidad al desarrollo de abuso de cocaina luego de la exposicién

crénica a estrés.

La alteracion de la homeostasis de glutamato, observada 21 dias después de la primera
sesion de estrés cronico, se evidencié como una atenuada liberacidn de glutamato inducida por
cocaina. Este hallazgo fue atribuido a una marcada tendencia de aumento de los niveles basales
de glutamato observada en NAc core, pero no en shell, cuando se compararon los valores
absolutos de la linea de base de ambas regiones cerebrales entre los animales previamente
estresados y los controles en el experimento conducido a evaluar la capacidad de cocaina para
liberar glutamato. Efectivamente, esta tendencia observada fue confirmada luego utilizando el
método de no net flux para el monitoreo de los niveles basales de glutamato extracelular. A su
vez, el incremento de la concentracion basal de glutamato extracelular fue atribuido a la
disminucion de la expresion de GLT-1 en NAc core. Todos estos resultados demuestran ser
altamente consistentes entre ellos y se correlacionan con hallazgos previos de nuestro
laboratorio realizados en un modelo de sensibilizacion cruzada a cocaina inducida por una Unica
sesion de estrés (Garcia-Keller y col., 2013, 2016).

Curiosamente, se observé un aumento de la liberacién de glutamato tras la
administracion i.p. de cocaina en animales no estresados, lo que constituye un resultado
interesante a discutir. Numerosos estudios centrados en el desarrollo de sensibilizacion a
cocaina sugieren gue es necesario un periodo de abstinencia prolongado para observar cambios
neuroplasticos en la transmision glutamatérgica en NAc y VTA (Kalivas y Duffy, 1998; Pierce
y col., 1996; Reid y Berger, 1996). Estos hallazgos coinciden en gran medida con nuestros
resultados observados a largo plazo en animales expuestos a estrés. Sin embargo, no explican el
aumento de glutamato extracelular observado en los animales control luego de la administracion
i.p. de cocaina. Diversos estudios han reportado un aumento de la liberacién de glutamato
provocado por cocaina en NAc core en animales que expresaron sensibilizacion conductual a
cocaina, pero no en aquellos que fueron tratados con solucién salina o no evidenciaron
sensibilizacion a cocaina tras 21 dias de abstinencia (Pierce y col., 1996). Resultados similares
en animales sensibilizados fueron demostrados tras 10 dias de abstinencia a cocaina (Reid y
Berger, 1996). También, estudios en VTA mostraron que la administracion de una dosis desafio
de cocaina después de 21 dias de abstinencia aumentaba la liberacion de glutamato de forma
selectiva en los animales sensibilizados a cocaina (Kalivas y Duffy, 1998).

En contraste con estos datos, pero en consistencia con nuestros resultados, se reporto
que independientemente del desarrollo de sensibilizacion a anfetamina o de un tratamiento con

solucion vehiculo, una dosis alta de anfetamina es capaz de inducir un aumento retardado de la
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liberacion de glutamato en NAc y VTA (Xue y col., 1996). Por otro lado, se ha sugerido que se
requieren dosis elevadas de cocaina, aparentemente superiores a 15 mg/Kg, para observar un
aumento de la liberacién de glutamato en animales control (Smith y col., 1995; Torregrossa y
Kalivas, 2008). En cuanto a los hallazgos de nuestro laboratorio, los resultados aqui mostrados
son altamente reproducibles con nuestros datos publicados previamente, en los que la inyeccion
i.p. de una dosis aguda de cocaina evocd una mayor liberacion de glutamato en NAc core en
animales que no habian sido sometidos a estrés (Garcia-Keller y col., 2013). Por lo tanto, el
hecho de que una Unica dosis sistémica de cocaina (15 mg/Kg) pueda inducir un marcado
aumento del glutamato extracelular probablemente sea el resultado de un efecto sinérgico de la
inyeccion del psicoestimulante y de la acumulacion de glutamato extracelular debido al dafio
tisular ocasionado tras la implantacion de la sonda de didlisis descripto por Xue y col., (1996).

Mudiltiples lineas de investigacion reportaron que la concentracion basal extrasinaptica de
glutamato extracelular regula la actividad sindptica glutamatérgica actuando sobre los
autoreceptores metabotropicos presinapticos mGIluR2/3, que ejercen un tono inhibitorio sobre la
liberacion de glutamato (Baker y col., 2002; Pendyam y col., 2009). En este contexto, el
aumento persistente de los niveles basales de glutamato extracelular observado en nuestro
estudio, podria contribuir a un aumento del tono inhibitorio de los receptores mGIuR2/3
modulando los niveles de glutamato extracelular de origen sinaptico en respuesta a un estimulo
capaz de favorecer la liberacién sindptica de glutamato. Esta hipotesis explicaria la atenuada
liberacion de glutamato observada en NAc core, en respuesta a la administracién no contingente
de cocaina, en animales previamente estresados.

En contraste a las alteraciones en la homeostasis de glutamato inducidas por estrés
descriptas anteriormente, la discontinuacion de la administracion crénica de cocaina fue capaz
de disminuir los niveles basales de glutamato extracelular en NAc core (Baker y col., 2003)
mientras que, en respuesta a un estimulo de cocaina, los niveles extracelulares de glutamato
incrementaron notablemente (Pierce y col., 1996; Reid y Berger, 1996). Los mecanismos
postulados que sustentan estos hallazgos involucran el intercambio reducido de cistina-
glutamato a través del sistema Xc (Baker y col., 2003; Knackstedt y col., 2010; Trantham-
Davidson y col., 2012) y la reduccién del transporte de glutamato mediado por GLT-1 en NAc
core (Knackstedt y col., 2010; Trantham-Davidson y col., 2012). Por otra parte, se ha reportado
que la mayor parte del glutamato extraido por microdialisis deriva de una fuente no neuronal
(Baker y col., 2002; Moussawi y col, 2011). Asi pues, se demostrd que la contribucion glial al
monitoreo de neurotransmisores por microdidlisis supera el aporte sinaptico y tanto el
intercambio de cistina-glutamato como la recaptaciéon de glutamato mediante transportadores

desempefian un rol dominante (Moussawi y col, 2011; Pow, 2001; Sato y col, 2002).
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El intercambiador Cis-Glu funciona tipicamente liberando glutamato no vesicular al
espacio extracelular, lo que nos motiva a pensar que la alteracion observada en nuestro estudio
sea independiente de este mecanismo. Asi, el aumento persistente de los niveles de glutamato
extracelular observados 21 dias después de la primera exposicion a estrés, no dependeria de
alteraciones en el mecanismo de Xc™ sino que seria dependiente de la expresion reducida de
GLT-1. Esta hipotesis esta respaldada por un estudio previo de nuestro laboratorio enfocado en
la evaluacion del mecanismo de captacién de glutamato-H® independiente de Na*, el cual
demostrd que la exposicion a una sola sesidn de estrés por restriccion de movimiento no afecta
la actividad del intercambiador Cis-Glu (Garcia-Keller y col., 2016). Por lo tanto, de manera
similar al estrés agudo, el incremento de la concentracion de glutamato extracelular inducido
por estrés cronico fue atribuido a la reducida expresion de GLT-1 observada en NAc core. Por
consiguiente, se esperaria una reduccion de la captacion de glutamato extracelular a expensas de
la disminuida expresion de este transportador.

Diversos estudios han relacionado la pendiente del gréfico de regresion lineal del
experimento de no net flux con el mecanismo de recaptacion de neurotransmisores. Aunque se
han descubierto alteraciones en la expresion de GLT-1 en paralelo con cambios en la pendiente
de la curva de no net flux (Das y col., 2015; Trantham-Davidson y col., 2012), los resultados
aqui obtenidos no apoyan esta relacion. Evidencias prueban que la diferencia entre las
pendientes refleja un cambio en la fraccion de extraccién (Eg) de la sonda (probe) de
microdialisis. Se ha demostrado empiricamente que este pardmetro, es decir Eg4, es una medida
de la recaptacion de neurotransmisores como dopamina y acetilcolina (Bungay y col., 2003;
Smith y Justice, 1994; Vinson y Justice, 1997). Dado que las concentraciones de glutamato
estan reguladas por maltiples mecanismos complejos que involucran la accion de receptores,
transportadores e intercambiadores, una relacién directa entre la pendiente y la E; como indice
preciso de estimacidn de la recaptacion puede no ser el caso del glutamato (Bungay Y col., 2003;
Chen, 2006; Pendyam y col., 2009).

En consistencia con nuestros resultados, la disminucién de la expresién y/o funcién de
GLT-1 en regiones que comprenden el circuito de la motivacion ha sido reportada en respuesta
a distintos tipos de estimulos estresantes y drogas de abuso. Estudios han revelado una
reduccion significativa de GLT-1 en hipocampo y corteza cerebral, cinco semanas después de la
exposicion a estrés por shock eléctrico (Zink y col., 2010). Una reduccién del mecanismo de
recaptacion de glutamato-H?® dependiente de Na* en rebanadas cerebrales corticales, estriatales e
hipocampales de animales pre-expuestos a estrés inescapable por shock eléctrico fue observada
21 dias después de la exposicion a estrés (Almeida y col., 2010). De manera similar, este
mecanismo se encontrd reducido en NAc core 21 dias después de la exposicion a una sesion de

estrés por restriccion de movimiento (Garcia-Keller y col., 2016). Ademas, estudios sobre
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trastornos psiquiatricos inducidos por estrés revelaron una reduccion persistente de GLT-1 en
regiones estriatales y prefrontales en animales pre-expuestos a estrés crénico por derrota social
(Rappeneau y col., 2016). Estos hallazgos coinciden con la disminucién de la expresién y/o
funcién de GLT-1 reportada tras la discontinuacién de la ingesta voluntaria cronica de etanol y
la autoadministracion de diferentes tipos de drogas de abuso, tales como cocaina, heroina o
nicotina, y la consecuente alteracion de la homeostasis del glutamato en NAc preferentemente
core (Das y col., 2015; Gipson y col., 2013; Knackstedt y col., 2010 ; Melendez y col., 2005;
Reissner y col., 2015; Sari y Sreemantula, 2012; Shen y col., 2014; Trantham-Davidson y col.,
2012). Otro reporte enfocado en el estudio del efecto diferencial del tiempo de acceso y
abstinencia de cocaina demostré que, mientras la expresion de GLT-1 se reduce después de la
autoadministracion de cocaina en ambos compartimentos de NAc, la abstinencia prolongada de
cocaina provoca una disminucion aun mayor de la expresién de este transportador, siendo en
NAc core, el cambio mas prominente en animales sometidos tanto a un esquema de acceso
limitado o extendido a la droga (Fischer-Smith y col., 2012). Asi, la disminucion de la
recaptacion de glutamato en NAc core, un mecanismo conservado tras la exposicion a maltiples
clases de drogas adictivas, apunta a una disfuncion de los mecanismos glutamatérgicos que
contribuyen a los incrementados niveles de glutamato observados en el NAc core durante la
reinstalacion de la conducta de blsqueda de drogas (Kalivas, 2009).

Interesantemente, el restablecimiento de GLT-1, pero no del intercambiador Cis-Glu,
mediante el tratamiento con NAC (Reissner y col., 2015), asi como la restauracion de los
niveles de expresién de GLT-1 inducido por ceftriaxona (Sari y col., 2009), pareceria ser el
mecanismo clave mediante el cual NAC y ceftriaxona suprimirian la reinstalacién de la
conducta de busqueda de cocaina inducida por claves previamente apareadas a la droga. Mas
interesante aln es el hecho que ceftriaxona, al restaurar la expresion de GLT-1 en NAc core, fue
capaz de revertir la potenciacion de los efectos estimulante motor y reforzante de cocaina
inducida por estrés agudo (Garcia-Keller y col., 2016). Todos estos datos proporcionan
sustancial evidencia de que: 1) la disminucion de la expresion y/o funcion de GLT-1 en NAc
core es una adaptacion compartida, observada en respuesta a la exposicion a estrés y a una
amplia variedad de drogas adictivas; y 2) los efectos duraderos de ambos estimulos sobre la
expresion y/o funcion de este transportador estan asociados a alteraciones conductuales.

Consistentemente, en este estudio demostramos que minociclina, un inhibidor de la
activacion de la microglia (Tikka y col., 2001) normalizé las concentraciones basales de
glutamato extracelular en NAc core en animales pre-estresados mediante la restauracion de la
expresion de GLT-1, restableciendo asi la homeostasis de glutamato en NAc core. Estos
resultados respaldan la hip6tesis de que la normalizacion de la concentracion basal de glutamato

puede restablecer el tono del mGIuR2/3 presinéptico, regulando de este modo la liberacion
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sinaptica de glutamato después de un estimulo motivacionalmente importante como la inyeccion
de cocaina, y previniendo, consecuentemente, la expresion de la sensibilizacién conductual a
cocaina inducida por estrés. Esta hip6tesis constituye un mecanismo clave que concuerda con el
propuesto por trabajos enfocados en el estudio de la homeostasis de glutamato tras la
autoadministracion cronica de cocaina (Knackstedt y col., 2010; Moran y col., 2005; Trantham-
Davidson y col., 2012). Finalmente, el efecto observado de minociclina, ligado a su capacidad
terapéutica como restaurador de la funcion microglial, demuestra que la microglia es un actor

clave en la regulacién de la homeostasis glutamatérgica.

Contribucion de la microglia y los astrocitos a la desregulacién de la homeostasis de
glutamato inducida por estrés crénico en NAc core.

Multiples lineas de investigacion han centrado sus estudios en las alteraciones
morfoldgicas y funcionales de la microglia. En consistencia con nuestros resultados, evidencias
recientes sefialan que un protocolo de 6 dias de estrés cronico por shock eléctrico fue capaz de
promover cambios conductuales vinculados al trastorno de estrés postraumatico, la activacion
de la microglia en CPf e hipocampo y un incremento duradero de citoquinas proinflamatorias
(entre ellas TNF-a e IL-1p). Estas alteraciones fueron observadas nueve dias después del ultimo
episodio de estrés. Interesantemente, un tratamiento intragastrico de seis dias con minociclina,
administrado 30 minutos antes de cada sesidn de estrés, fue capaz de prevenir estos cambios
conductuales y moleculares, evento que fue asociado al efecto anti-inflamatorio del antibidtico
(Wang y col., 2018). Consistentemente, en nuestro estudio evidenciamos un incremento de los
niveles de ARNm que codifican para TNF-o en NAc core. Sin embargo, no observamos un
aumento estadisticamente significativo de los niveles de ARNm que codifican para IL-1p en
esta region cerebral. Esta discrepancia observada en comparacién con el estudio de Wang y col.,
(2018) probablemente se deba a la existencia de respuestas neuroinmunes diferentes entre
diversas regiones cerebrales, al empleo de distintos protocolos para inducir estrés y/o al tiempo
de medicién.

Por otro lado, en apoyo a los resultados presentados en esta tesis, numerosas lineas de
investigacion han reportado que diversos protocolos de estrés crénico son capaces de inducir
tanto la hiper-ramificacion de los procesos microgliales, evidenciada por un incremento de las
ramificaciones secundarias sin alteracion en el nimero de ramificaciones primarias (Hinwood y
col., 2012b), como cambios en la expresion de lba-1 en distintas regiones cerebrales que
comprenden el circuito de la motivacion (Tynan y col., 2010, Hinwood y col., 2012a; Wang y
col., 2018; Wohleb y col., 2011). Aunque se dispone de poca informacién sobre el rol que

ejercen los cambios morfolégicos y funcionales de estas células asociados a un estado de hiper-
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ramificacion, parece ser que este perfil microglial es un estado intermedio entre el estado de
reposo y el estado activo, que sefiala el comienzo de la hipertrofia microglial, una caracteristica
morfologica constante de la activacién microglial in vivo. Este estado microglial ha sido
atribuido a cambios homeostaticos de naturaleza sutil (Streit y col., 1999) y a estimulos no
patoldgicos dependientes de la experiencia (Fontainhas y col., 2011; Hinwood y col., 2012a,b;
Tremblay y col., 2010).

En cuanto a las consecuencias funcionales inducidas por la exposicién a drogas
adictivas, estas pueden alterar profundamente la funcion microglial y la liberacion de
mediadores inflamatorios, aunque se ha reportado que las respuestas dependen del tipo de
droga, la dosis y la region cerebral (Coller y Hutchinson, 2012). Se ha demostrado que la
administracion de cocaina aguda produce un aumento del ARNm que codifica para IL-1B en
ATV (Northcutt y col., 2015), NAc y corteza cerebral (Cearley y col., 2011), mientras que
metanfetamina produce un aumento de IL-6 y TNF-a en hipocampo y CPf (Gongalves y col.,
2008). En el mismo sentido, estudios in vitro demostraron que los cultivos de microglia al ser
expuestos a cocaina aumentaban la transcripcion de TNF-a, IL-6 (Liao y col., 2016) e IL-1§
(Northcutt y col., 2015). Otros estudios in vivo indicaron que la exposicion a etanol parece
sensibilizar la microglia, induciendo un estado de activacién hiper-ramificado caracterizado por
cambios morfoldgicos modestos y una mayor liberacion de citoquinas proinflamatorias (Crews
y col., 2017). Estas alteraciones en la respuesta inmune frente a distintas drogas de abuso se
correlacionan con estudios que indicaron que la administracion de cocaina y metanfetamina
provoca un aumento de Iba-1 en numerosas regiones cerebrales, incluido el estriado (Liao y
col., 2016). Mas aln, recientemente se ha demostrado un aumento duradero de TNF-a. en NAC
core tras la autoadministracién de nicotina seguida de un protocolo de extinciéon conductual
(Namba y col., 2019), un hallazgo que se correlaciona notablemente con nuestros resultados.

En conjunto, todas estas evidencias demuestran que la alteracion morfoldgica y
funcional de la microglia, al igual que la alteracion de GLT-1 mencionada anteriormente, es un
evento compartido en respuesta a la exposicion a eventos estresantes y a drogas de abuso.

Por otro lado, el incremento del nimero de células Iba-1 positivas observado en el
presente estudio se correlaciona con el reporte de otros laboratorios. Se ha demostrado que la
exposicion a estrés por shock eléctrico induce incremento en el ndmero de células Iba-1
positivas en CPf e hipocampo. Sin embargo, de modo similar a nuestros resultados observados
en NAc core, el efecto restaurador de minociclina sobre el aumento de células Iba-1 positivas se
evidencio en CPf, pero no en la region CA3 del hipocampo (Wang y col., 2018). De manera
complementaria a este estudio, otros autores reportaron el reclutamiento de monocitos
periféricos a estas regiones cerebrales tras la exposicion a estrés por derrota social (Wohleb y

col., 2013). Consistentemente, la considerable redistribucion de monocitos periféricos
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acompafiada de un incremento en el trafico de estas células hacia el cerebro, ha sido relacionada
a perturbaciones en la funcién neuroinmune desencadenada tras la exposicion repetida a estrés,
evento gue tiene una implicancia directa en la plasticidad sinaptica y favorece el desarrollo de
alteraciones conductuales relacionadas a trastornos de estrés (Wohleb y Delpech, 2017). Otro
estudio mediante la cuantificacion de células microgliales de cerebro total de ratones sometidos
a estrés por restriccion de movimiento, empleando citometria de flujo para el analisis de la
expresion de los marcadores CD11b/CD45, indic6 que durante el protocolo de estrés se observo
proliferacion de la microglia. Este evento fue atribuido a la activacion de los receptores
glutamatérgicos NMDA inducida por corticosterona en el SNC, ya que el bloqueo de la sintesis
de corticosterona, de los receptores de glucocorticoides o los receptores NMDA mitigaron el
aumento del numero de células microgliales inducido por estrés. Interesantemente, la
administracion de MK-801, un antagonista de los receptores NMDA, bloque6 el incremento de
estas células tras la administracion de corticosterona exdgena a ratones no estresados (Nair y
Bonneau, 2006). Siguiendo la hipétesis de mecanismos comunes entre drogas de abuso y estrés,
estas evidencias son coherentes con resultados previos de nuestro laboratorio, los cuales
reportaron que la sensibilizacion a nivel inmune inducida por anfetamina, de manera paralela a
lo que ocurre en el sistema limbico, fue bloqueada por un tratamiento sistémico con MK-801,
por lo que se propuso gue ambos fendmenos estarian mediados por un mecanismo dependiente
de glutamato (Assis y col., 2009). Los resultados presentados en esta tesis se alinean con todos
estos antecedentes. Curiosamente, minociclina no restauré el nimero de células Iba-1 positivas
alterado tras la exposicién a estrés. Sin embargo, dada la falta de especificidad del mecanismo
de accion de minociclina, la via de administracién empleada para el tratamiento y que la
distincion precisa entre la microglia y los macrofagos infiltrados desde la periferia,
particularmente en tejidos, puede verse obstaculizada por la expresion compartida de
marcadores tal como Iba-1 (Jurga y col., 2020; Kettenmann y col., 2011); en nuestro estudio no
podemos establecer conclusiones acerca de la contribucién del sistema inmune periférico o la
existencia de otro mecanismo que esté contribuyendo a estas observaciones. Por lo tanto, este
hallazgo y las evidencias que lo soportan plantean un interesante interrogante para futuros
estudios en relacion a la intercomunicacion entre el sistema inmune cerebral y periférico tras la
exposicion repetida a estrés y su potencial impacto en el desarrollo de conductas adictivas.

Una de las principales caracteristicas de las células microgliales es su alta sensibilidad
para detectar alteraciones menores en el microambiente tisular, una capacidad que les permite
desencadenar una rapida respuesta con el fin de regular y mantener la homeostasis tisular y
contribuir al buen funcionamiento de las neuronas y otras células gliales (Kreutzberg, 1996). La
participacion de la microglia en la regulacion de los mecanismos glutamatérgicos radica, en

parte, en que estas células gliales expresan en su membrana plasmatica receptores
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glutamatérgicos (Murugan y col., 2013; Liu y col., 2016). Asi, aunque no podemos excluir la
participacion simultanea de otros eventos moleculares (Frank y col., 2011, 2012), la presencia
de estos receptores especificos le otorga respuesta selectiva frente a alteraciones en la
homeostasis de glutamato. Ademas, dado que el glutamato es considerado una sefial de alarma
critica para la microglia (Mayhew y col., 2015) y que estas células poseen la particularidad de
activarse inmediatamente al detectar cambios en su entorno (Kreutzberg, 1996), es l6gico pensar
que, posiblemente y en parte, los cambios morfoldgicos y funcionales persistentes observados
en estas células estén mediados inicialmente por el caracteristico incremento de glutamato
extracelular liberado en respuesta a estimulos estresantes (Moghaddam, 1993; Moghaddam y
col., 1994; Popoli y col., 2012) y se mantengan en el tiempo producto de la desregulacion de la
homeostasis de glutamato inducida por estrés. Esta hipdtesis se sustenta en dos evidencias. Por
un lado, se ha demostrado una extension de los procesos microgliales dependiente de glutamato
(Eyo y col., 2014) y un perfil de hiper-ramificacion de la microglia caracterizado por el aumento
de la ramificacién y la longitud de sus procesos en respuesta a glutamato o agonistas de los
receptores AMPA o NMDA (Fontainhas y col., 2011), resultados que son consistentes con
nuestros hallazgos. Por otro lado, se ha reportado que la activacion de los receptores NMDA y
la subsiguiente proliferacion de la microglia in vivo es un evento que se desencadena
posteriormente al incremento de los niveles de corticosterona en el SNC inducido por la
exposicion a estrés por restriccién de movimiento (Nair y Bonneau, 2006). En base a estos
resultados, se ha propuesto que la activacion de los receptores NMDA inducida por
glucocorticoides, liberados tras eventos estresantes, seria el resultado de la acumulacion de
glutamato extracelular, lo cual podria ocurrir por dos razones: un aumento de la actividad
neuronal glutamatérgica (Moghaddam, 1993) o la disminucion de la recaptacion de glutamato
(Virgin y col., 1991), mecanismos que encontramos alterados en nuestro estudio dos semanas
luego de la exposicidn a estrés cronico por restriccién de movimiento.

Estudios in vivo e in vitro han reportado que la activacion microglial por estimulacién
de los receptores glutamatérgicos metabotropicos e ionotrépicos puede desencadenar la
liberacion de TNF-o (Chaparro-Huerta y col., 2002; De y col., 2005; Noda y col., 2000; Taylor
y col., 2005; Zhao y col., 2004; Zhu y col., 2010), lo que sugiere que el glutamato es capaz de
desplazar la respuesta glial hacia un perfil proinflamatorio, un efecto que se alinea con los
resultados observados en nuestro estudio. En apoyo a estas evidencias, el aumento de TNF-a en
la corteza cerebral inducido por estrés de inmovilizacion pareceria estar mediado por glutamato,
ya que este incremento fue atenuado al administrar MK-801 (Madrigal y col., 2002).

Aungue se ha reportado que los astrocitos también pueden expresar y liberar TNF-o
(Lau y Yu, 2001), el andlisis del transcriptoma de estas células purificadas no revel6 la

presencia de transcriptos que codifiquen para TNF-a (Cahoy y col., 2008; Doyle y col., 2008;
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Foo y col., 2011; Meissner y col., 2008; Sharma y col., 2007; Zamanian y col., 2012).
Independientemente de estas evidencias, dado que la microglia constituye el sistema inmune
innato del cerebro, es dificil discutir que estas células no sean la principal fuente de citoquinas,
particularmente de TNF-a.

Se ha demostrado que los mediadores inflamatorios inducidos tras la exposicion a
estrés o drogas de abuso contribuyen al mantenimiento de la desregulacion de la homeostasis
glutamatérgica por su accion a nivel postsinaptico y a nivel glial (Clark y col., 2015; Lewitus y
col., 2016; Mayhew vy col., 2015; Namba y col., 2019; Wohleb y col., 2018). En este sentido,
numerosos trabajos han demostrado una estrecha relacion entre los niveles de citoquinas
proinflamatorias, TNF-a e IL-1f, y el transporte de glutamato (Tilleux y Hermans, 2007).
Especificamente, estudios in vitro han descripto que TNF-o actla de manera directa sobre los
astrocitos reduciendo la expresiéon y funcion de GLT-1 (Carmen y col., 2009; Fine y col., 1996;
Wang y col., 2003) por bloqueo de la transcripcion via NFkB (Tolosa y col., 2011; Su y col.,
2003; Sitcheran y col., 2005; Zou y Crews, 2005). Por otro lado, estudios emergentes realizados
en animales expuestos a tratamientos farmacolégicos con minociclina o naloxona y en animales
que carecen del gen que codifica para IL-1p (KO IL-1p -/-) han sugerido que la reduccion de la
expresion de GLT-1 estaria también mediada por IL-1B y aparentemente seria un proceso
independiente de GFAP (Prow e Irani, 2008). Sin embargo, el mecanismo ain no es claro y no
se conoce si IL-1P actta a nivel de transcripcion, traduccion, postraduccion, trafico a membrana
o0 internalizacion del transportador. En nuestro caso, la disminuida expresién de GLT-1 podria
ser atribuida al incremento significativo de la expresion génica de TNF-a observado, aunque no
es posible aun descartar una influencia de IL-1p dada la marcada tendencia observada en NAc
core.

Por otro lado, si bien GLT-1 se expresa principalmente en los astrocitos, los cuales se
encargan de la recaptacion del 90-94% del glutamato extracelular (Lehre y col., 1995; Danbolt,
2001; Danbolt y col., 2016), en nuestro estudio no podemos excluir la contribucién de GLT-1 de
expresion neuronal (Rimmele y Rosenberg, 2016) y microglial (Kettenmann y col., 2011).
Estudios de hibridacion in situ demostraron la presencia de ARNm que codifica para GLT-1 en
varias poblaciones neuronales (Berger y Hediger, 1998, 2000, 2001), aunque a niveles
considerablemente mas bajos que en los astrocitos. Estudios realizados en animales con
delecion condicional de GLT-1 astrocitico o neuronal revelaron el predominio cuantitativo de
GLT-1 astrocitico tanto a nivel proteico como a nivel funcional (Petr y col., 2015; Danbolt y
col., 2016). Otros estudios han demostrado que la contribucion de la microglia a la recaptacion
de glutamato es de tan s6lo un 10% en comparacion con la actividad de GLT-1 en astrocitos
(Persson y col. 2005; Shaked y col. 2005). Mas aun, se ha reportado que la expresion de GLT-1

en células microgliales se observa predominantemente en condiciones neuropatoldgicas,
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situaciones donde actuaria como respaldo funcional. Ademas, se ha sugerido que la microglia
ejerce una funcién neuroprotectora por contribuir a la captacion de glutamato extracelular y
evitar la neurotoxicidad inducida por elevados niveles de glutamato en patologias en las que los
astrocitos muestran una alteracion funcional (Persson y col., 2005, 2012). En contraste, se ha
reportado que en modelos de excitotocicidad, a pasar de expresar transportadores de glutamato,
la microglia no ha sido capaz de impedir la neurotoxicidad por recaptacion de glutamato
extracelular a través de los EAAT como lo hicieron los astrocitos (Liang y col., 2008). Esto
denota su escasa contribucion al proceso de recaptacion de glutamato. Dado que los estimulos
estresantes aplicados en nuestro estudio pueden considerarse estimulos no patologicos
dependientes de la experiencia, estos escenarios extremos probablemente no representan los de
nuestro modelo. Si bien a partir de nuestros resultados no podemos asegurar el sitio de
expresion de este transportador, estas evidencias remarcan que el GLT-1 expresado en los
astrocitos es el principal contribuyente a la homeostasis de glutamato.

En consistencia con la persistente disminucion de la expresion de GLT-1 inducida por
estrés, nuestros resultados demostraron una reducida actividad astroglial evidenciada por una
marcada reduccion de la inmunoreactividad de GFAP. Aunque existen resultados divergentes, la
reduccion de la expresion de GFAP parece ser una de las caracteristicas distintivas de la
exposicion a estrés crénico (Popoli y col., 2012). Nuestros hallazgos son altamente consistentes
con evidencias que muestran una marcada reduccién de GFAP en paralelo a una reduccién de
GLT-1. Aungue todavia no se ha dilucidado la via de sefializacion intracelular que media el
efecto proactivo del estrés cronico sobre la expresién de los transportadores de glutamato, se ha
encontrado una estrecha relacion entre el citoesqueleto de GFAP y GLT-1.

Estudios in vitro desarrollados a través de astrocitos, provenientes de ratones que
carecen del gen que codifica para GFAP (KO GFAP -/-), demostraron una importante reduccion
de la captacién de glutamato mediada por la incapacidad de trafico de GLT-1 hacia la
membrana plasmatica de los astrocitos (Hughes y col., 2004), lo que sugiere que GFAP es una
proteina critica de andamiaje que media la expresion de GLT-1 en superficie de membrana y
comprueba la participacion de GFAP en el transporte de glutamato.

Por otra parte, estudios in vitro e in vivo han sugerido que la interaccion neurona-
astrocito es necesaria tanto para la activacion transcripcional de GLT-1 (Yang y col., 2009a),
como para los procesos no transcripcionales que intervienen en las funciones de regulacion
sinaptica especificas de los astrocitos, como el trafico y la estabilizacion en la membrana
plasmatica o el clustering de GLT-1 (Nakagawa y col., 2008; Zhou y Sutherland, 2004). En
apoyo a estos hallazgos, tras la discontinuacion de la autoadministracion crénica de cocaina o
nicotina, asociada a una disminucion de GLT-1 (Knackstedt y col., 2010; Namba y col., 2019),

se observo una reducida expresion de GFAP en NAc core (Namba y col., 2019; Scofield y col.,
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2016b). Paralelamente, tras la administracion cronica de cocaina se report6 una disminucion en
el tamafo astrocitico y una reduccion del contacto neurona-astrocito que fueron revertidos por
un tratamiento con ceftriaxona (Scofield y col., 2016b), un potenciador de la expresion de GLT-
1 que bloquea la reinstalacion a la busqueda de cocaina (Knackstedt y col., 2010). Estos
resultados sugieren que la sinapsis glutamatérgica coordina la funcion astroglial, lo que lleva a
pensar que cualquier cambio en la transmision glutamatérgica, como en el caso del aumento de
la liberacion de glutamato en respuesta a la exposicion a estrés (Moghaddam, 1993;
Moghaddam y col., 1994; Popoli y col., 2012) o a la administracién de cocaina (Reid y Berger,
1996), se asocie a una alteracion funcional de los astrocitos y, por consiguiente, una alterada
homeostasis de glutamato.

De esta manera teniendo en cuenta nuestros resultados, la alteracion de la transmision
glutamatérgica, la disminucion de la expresion de GLT-1 y la reducida inmunoreactividad de
GFAP tras la exposicion a estrés cronico denotan la existencia de cambios funcionales criticos
en los astrocitos que contribuyen a la vulnerabilidad a la adiccion a cocaina. Este estudio
demuestra que estas alteraciones son mediadas por la microglia, ya que minociclina, al restaurar
tanto la morfologia como la funcion microglial y los niveles de ARNm que codifican para TNF-
a, fue capaz de normalizar la inmunoreactividad de GFAP, la expresion de GLT-1 y las
concentraciones basales de glutamato extracelular en NAc core. Importantemente, estos
resultados manifiestan que la alteracion del funcionamiento astroglial puede ser consecuencia
del estado hiper-reactivo microglial observado, lo que sugiere que la microglia contribuiria
cascada arriba de los astrocitos como mediador clave de la disminucion de la expresion de GLT-
1 promoviendo, consecuentemente, la desregulacion de la homeostasis de glutamato. En apoyo
a estas evidencias, se ha demostrado que las células microgliales se activan antes que los
astrocitos y, una vez activadas, promueven sefiales para estimularlos (Liu y col., 2011), lo que
denota un patréon de actividad temporalmente distinto entre estas células. En el mismo sentido,
la activacion de la microglia se ha colocado cascada arriba de los astrocitos en la regulacion de
la transmision glutamatérgica que media el aumento de la frecuencia de corrientes excitatorias
postsinapticas (EPSC) (Pascual y col., 2012).

El GLT-1 esta estratégicamente ubicado en los procesos gliales vecinos a la hendidura
sinaptica propiciando la eliminacién rapida y eficiente del glutamato liberado sinapticamente
con el objetivo principal de mantener concentraciones Optimas de glutamato extracelular
(Minelli y col., 2001; Cholet y col., 2002). Por lo tanto, es razonable esperar que cualquier
perturbacién en la captacion de glutamato altere la sefializacion de este neurotransmisor. Asi, la
relevancia bioldgica de la disminucion de la expresion de GLT-1 inducida por estrés cronico en
NAc core radica en que este evento impide la eficiente recaptacion de glutamato extracelular

provocando dos importantes consecuencias: 1) el derrame de glutamato sindptico al espacio
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extrasinaptico que activa los mGIuR perisinapticos, y 2) la supresion del efecto protector de
GLT-1 sobre el impacto postsinaptico del glutamato extracelular.

En primer lugar, el desborde de glutamato fuera de la hendidura sinaptica se evidencia
claramente por la atenuacion de la liberacion de glutamato en NAc core tras la inyeccién aguda
de cocaina en los animales pre-estresados. A nivel postsinaptico, este evento esta respaldado por
estudios de nuestro laboratorio que demuestran que una sola sesién de estrés por restriccion de
movimiento es capaz de inducir un prolongado tiempo de decaimiento de las corrientes NMDA
mediadas por la subunidad NR2B en NAc core 21 dias después del episodio de estrés (Garcia-
Keller y col., 2016). Especificamente, estos receptores glutamatérgicos se encuentran
tipicamente situados a una distancia considerable de la sinapsis (Shen y col., 2014), lo que
también apoya la hipotesis de derrame de glutamato. Mas adn, la activacion de los receptores
NMDA extrasinapticos fue suprimida tras la modulacion farmacoldgica de la expresion y
funcién de GLT-1 mediante un tratamiento con ceftriaxona (Garcia-Keller y col., 2016).

En segundo lugar, el aumento sostenido de los niveles basales de glutamato extracelular
debido a la reduccion de la expresion de GLT-1 contribuye a alteraciones funcionales
postsinapticas asociadas a complejos cambios estructurales en las MSNs que subyacen el
desarrollo de conductas adictivas inducidas por estrés (Garcia-Keller y col., 2013, 2016).

Rol de las células gliales en las neuroadaptaciones estructurales postsinapticas inducidas

por la exposicion a estrés cronico en NAc core.

Las alteraciones de los mecanismos glutamatérgicos han sido asociadas a cambios en la
plasticidad sindptica (Kalivas, 2009). Particularmente, los cambios adaptativos postsinapticos en
las MSNs de NAc fueron propuestos como alteraciones duraderas que subyacen a las conductas
adictivas. Incluso, se ha postulado que los cambios estructurales en las espinas dendriticas de las
MSNs de NAc observados tras a la exposicion a drogas de abuso contribuirian a la persistencia
del proceso adictivo (Kalivas, 2009; Spiga y col., 2014).

Una medida de la plasticidad sinaptica que ha recibido mucha atencién en la literatura
referida al estudio de la adiccion es la densidad de espinas dendriticas. El balance entre espinas
maduras e inmaduras también se ha reportado como un aspecto importante de la plasticidad
sinaptica. De hecho, cambios en este balance constituyen la base de la plasticidad dependiente
de la experiencia (Keck y col., 2008; Yang y col., 2009b). En relacion a esto, en este estudio
demostramos que el estrés cronico es capaz de inducir un aumento de la densidad de espinas
dendriticas totales y de espinas tipo mushroom, mientras que no se observaron diferencias
significativas entre las condiciones Estrés y No-Estrés en cuanto a la densidad de espinas tipo

thin o stubby en NAc core.
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En correlacion con nuestros resultados, un estudio recientemente publicado realizado
bajo un protocolo de estrés por derrota social reporté un incremento en la densidad de espinas
totales en NAc core 24 h después de la Ultima sesidn de estrés (Fox y col., 2020). En el mismo
sentido, se evidencio un incremento persistente de la densidad de espinas dendriticas totales 21
dias luego de la exposicién a estrés agudo por restriccion de movimiento (Garcia-Keller y col.,
2016). De modo similar, se ha reportado que la exposicién a cocaina provoca un aumento en la
densidad de espinas dendriticas en las MSNs (Cahill y col., 2018; Kim y col., 2011; Lee y col.,
2006; Robinson y Kolb, 1999; Toda y col, 2010).

Ademas, en consistencia con nuestros hallazgos, no se observo ninguna influencia de la
exposicion a estrés cronico por inmovilizacion sobre las espinas de tipo thin o stubby (Kasai y
col., 2010). Sin embargo, estudios reportaron incremento de espinas dendriticas tipo stubby en
las MSNs de NAc 24 hs después de llevar a cabo un protocolo de estrés por derrota social
(Christoffel y col., 2011). De manera similar, bajo un protocolo de estrés semejante se report6
un incremento en la densidad de espinas tipo thin y stubby en las D2-MSNs de NAc core (Fox y
col., 2020). En relacion a los resultados observados en el presente estudio, dado que los cambios
estructurales postsinapticos son altamente dinamicos y debido a la diferencia temporal entre la
medicion realizada en este estudio y la reportada por estos laboratorios, es probable que las
alteraciones descriptas por ambos autores pueda tratarse de un cambio morfoldgico inicial,
potencialmente encaminado a convertirse en espinas de tipo mushroom conforme transcurre el
tiempo.

La importancia de la observacién de un incremento de la densidad de espinas tipo
mushroom, radica en que estas se caracterizan por ser de mayor tamafio y por formar sinapsis
fuertes (Harris y Kater, 1994). Ademas, los cambios morfol6gicos de las espinas podrian
constituir la base estructural de cambios plasticos neuroadaptativos como el aumento
postsinaptico de los receptores AMPA (Golden y Russo, 2012). En este contexto, se ha
reportado que el cambio morfoldgico de las espinas podria ser un efecto secundario del trafico
de receptores a la membrana neuronal, producto de la insercion de receptores AMPA al
fusionarse la membrana vesicular que contiene los receptores con la membrana plasmatica de la
espina (Kopec y col., 2006; Park y col., 2004, 2006). En general, se ha demostrado que el trafico
de receptores a la membrana esta asociado a un cambio morfolégico de las espinas dendriticas,
observandose que las espinas con cabezas de mayor tamafio presentan mayor densidad de
receptores AMPA en superficie de membrana (Kasai y col., 2003; Matsuzaki y col., 2001).

Por otro lado, dado que la funcién mas importante de las espinas dendriticas es detectar
los niveles de glutamato extracelular (Kasai y col., 2003), es razonable pensar que el aumento
duradero de la densidad de espinas dendriticas tipo mushroom que se observa en NAc core,

pueda atribuirse al aumento persistente de las concentraciones basales de glutamato extracelular
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dependiente de la alteracion microglial inducida por la exposicién a estrés crénico. En
consistencia con las evidencias reportadas en animales expuestos a un periodo prolongado libre
de droga tras la administracion crénica de cocaina (Kalivas, 2009; Russo y col., 2010),
postulamos que nuestros resultados probablemente representan un evento compensatorio
homeostatico. Asi, el efecto modulador negativo del aumento sostenido de las concentraciones
basales de glutamato extracelular inducido por estrés sobre la liberacion sinaptica de glutamato
daria lugar a un aumento basal persistente de la densidad de espinas tipo mushroom como
compensacion homeostatica en NAc core. Consistentemente, resultados previos de nuestro
laboratorio indicaron una mayor expresion de la subunidad GIuR1 de los receptores AMPA en
superficie de membrana, un aumento de la PSD y de la dindmica del citoesqueleto de actina en
NAc core 45 min después de la inyeccion i.p. de una dosis aguda de cocaina en animales
previamente expuestos a estrés crénico (Esparza y col., 2012). Méas aln, se ha reportado que
estas robustas alteraciones plasticas adaptativas a nivel postsinaptico, en parte, convierten una
sinapsis silenciosa en una sinapsis funcional (Dong y Nestler, 2014). Estos datos sugieren que,
aunqgue el estrés cronico desencadena un aumento duradero de la densidad de espinas tipo
mushroom, el cambio morfol6gico puede no albergar la maquinaria para aumentar la fuerza
sinaptica a menos que se inyecte cocaina. Asi, el aumento del tamafio de la espina dendritica por
la exposicidn a estrés crénico puede ser un evento homeostatico, mientras que el aumento de la
fuerza sinéptica es un evento mas bien transitorio inducido por cocaina. Esta hipdtesis se
correlaciona con el concepto de t-sp (transient synaptic plasticity). El término t-sp hace
referencia a la potenciacion sinaptica transitoria de la proyeccién glutamatérgica prefrontal a
NAC core, mecanismo que subyace a la reinstalacion de la bisqueda de cocaina inducida por
claves en animales que extinguieron la conducta de autoadministracién de cocaina (Gipson y
col., 2014; Spencer y col., 2017).

En conjunto estos hallazgos son consistentes con el cambio estructural bidireccional
observado en el tamafio de la cabeza de las espinas dendriticas tras la administracion no
contingente de cocaina a animales sometidos a un protocolo de abstinencia tras la
administracion cronica de cocaina. Poco después de la inyeccion i.p. (45 min), el didmetro de la
cabeza de las espinas dendriticas aument6 en estrecha asociacién con un incremento de la
dinamica del citoesqueleto de actina y de los niveles de expresion de receptores AMPA
observados a partir de los 30 min después de la dosis aguda de cocaina. Este evento fue
atribuido a un aumento de glutamato extracelular procedente de fuente sindptica tras un
estimulo de cocaina y se acompafi6 de una sustitucion bidireccional de receptores AMPA que
contienen la subunidad GIuR2 por los que contienen la subunidad GIuR1 (Anderson y col.,
2008; Kalivas, 2009). A los 120 min, cuando se restablecieron los niveles de glutamato

extracelular, el didmetro de la cabeza de las espinas se redujo significativamente. Este evento ha
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sido vinculado a cambios en la dindmica del citoesqueleto de actina y, aparentemente, a una
reduccion de la expresion de los receptores AMPA (Boudreau y col., 2007; Kalivas, 2009;
Kourrich y col., 2007). Estos datos con consistentes con los reportados a los 15 minutos de
presentada una clave asociada a la administracion a nicotina (Gipson y col., 2013) y a los 45
minutos de una inyeccién i.p. de heroina (Shen y col., 2011), en animales que habian sido
sometidos a un protocolo de extincion de la conducta de autoadministracion tras la
administracion crénica de estas drogas de abuso. Consistentemente, un incremento en la
liberacion de glutamato en NAc core durante la reinstalacion de la blsqueda de nicotina
inducida por claves, ha sido relacionada a un potenciado incremento en el didmetro de las
cabezas de las espinas dendriticas de las MSNs, en comparacion con el incremento observado
tras la abstinencia de la droga. Estos resultados se correlacionaron con un incremento de las
subunidades GIuR1 de los receptores AMPA y, NR2A y NR2B de los receptores NMDA,
cambios que consecuentemente denotaron un incremento en la relacion de las corrientes
AMPA/NMDA y un aumento en el tiempo de caida de las corrientes NMDA mediadas por la
subunidad NR2B (Gipson y col., 2013). De manera similar, la exposicion a claves asociadas a
cocaina en animales que previamente fueron expuestos a la autoadministracién crénica de
cocaina, disparo6 rapidamente (a los 15 minutos) un incremento en el tamafio de las cabezas de
las espinas dendriticas en NAc core (Gipson y col., 2014).

Con respecto al rol de la microglia en la plasticidad sinaptica, interesantemente se ha
sugerido que la microglia participaria en la remodelacion de los circuitos neuronales tras la
exposicion a estimulos no patoldgicos dependientes de la experiencia (Tremblay y col., 2010).
En consistencia con estas evidencias, nuestros resultados demostraron que el tratamiento
sistémico con minociclina es capaz de restaurar la densidad de espinas totales y la densidad de
espinas tipo mushroom en NAc core en los animales pre-estresados. Curiosamente, minociclina
ademas demostrd tener un efecto per se sobre la densidad de espinas dendriticas tipo thin. Este
efecto se evidencié por una marcada disminucion de este tipo de espinas tanto en los animales
pre-estresados como en los no estresados que recibieron el tratamiento antibidtico. Con respecto
a este resultado, estudios in vitro reportaron que minociclina tiene un efecto per se capaz de
inducir la maduracién de espinas dendriticas, disminuyendo el porcentaje de espinas inmaduras
emparentadas a las tipo thin e incrementando el porcentaje de espinas maduras como las tipo
mushroom (Bilousova y col., 2009). Por lo tanto, en nuestro estudio es probable que estemos
observando un efecto de restructuracion dual de minociclina: 1) la disminucion de la densidad
de espinas inmaduras tipo thin y, 2) la restauracion de la densidad de espinas totales y de
espinas tipo mushroom.

El estudio de la microglia y su participacién en la plasticidad sinaptica y la

remodelacion estructural postsinptica es un campo que esta emergiendo. En el area de la

-160 -



Maria Paula Avalos Discusion

neurociencia de la adiccidn, la bibliografia que reporta una asociacion entre alteraciones
funcionales de la microglia y cambios electrofisiologicos inducidos por drogas de abuso es
escasa (Lewitus y col., 2016; McGrath y Briand, 2019). Incluso, ain no ha sido explorada la
relacién existente entre activacion de la microglia y los cambios plasticos estructurales en las
MSNs de NAc. Lo mismo ocurre con las lineas de investigacion enfocadas en el estudio de la
influencia del estrés en NAc y la vulnerabilidad al desarrollo de adiccién (McGrath y Briand,
2019), por lo que los resultados descriptos en esta tesis constituyen una importante plataforma
para futuros estudios enfocados en la comorbilidad entre trastornos de estrés y desordenes en el
uso de sustancias psicoactivas.

Por otro lado, las células gliales se han visto implicadas en la regulacion de la
plasticidad sindptica de tal manera que la respuesta inmune también puede influir directamente
en la plasticidad sinéptica, a través de la sefializacion de importantes mediadores inflamatorios
como las citoquinas TNF-a. e IL-1B (Yirmiya y Goshen, 2011). Particularmente, se ha
demostrado el rol relevante de la microglia en la respuesta adaptativa de TNF-o asociada a
alteraciones en la relacion de las corrientes AMPA/NMDA en NAc tras la administracion no
contingente repetida de cocaina (Lewitus y col., 2016). En consistencia con estas evidencias,
estudios demuestran un aumento homeostatico compensatorio de la fuerza sinaptica en
respuesta a un blogueo prolongado de la actividad sindptica glutamatérgica. Dicha alteracion ha
sido asociada a un incremento del trafico de receptores AMPA hacia la membrana postsinaptica
mediado por TNF-a (Stellwagen y col., 2005; Stellwagen y Malenka, 2006). Estas evidencias
sugieren que esta citoquina ejerce un rol importante en la induccion de neuroadaptaciones
postsinapticas y en la regulacién de la fuerza sinaptica (Stellwagen y Malenka, 2006; Lewitus y
col., 2016). En conjunto, estos hallazgos se correlacionan significativamente con los resultados
presentados en esta tesis y nuestras evidencias previamente publicadas (Esparza y col., 2012;
Garcia-Keller y col., 2013, 2016). Asi, la activaciéon de microglia podria desencadenar cambios
neuroplasticos mediante una combinacion de eventos mediados por TNF-a. Ademéas de
interrumpir el mecanismo astroglial de recaptacion de glutamato, el TNF-a también podria
facilitar la hipersensibilidad neuronal al glutamato extracelular a través del aumento de la
expresion de los receptores AMPA a nivel postsinaptico. De este modo, tanto el incremento de
TNF-a y la propagacion de su sefializacion inflamatoria a nivel postsindptico como el aumento
de glutamato basal en animales sometidos previamente a estrés, contribuirian al desarrollo de
alteraciones estructurales de las espinas dendriticas. Esta hipdtesis se apoya en los resultados
presentados en esta tesis, ya que el tratamiento con minociclina, por su efecto inhibitorio sobre
la activacion de la microglia y su accion anti-inflamatoria, restaur6 no sélo la homeostasis

glutamatérgica sino también los cambios plasticos estructurales postsinapticos en NAc core y
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consecuentemente mitigé las alteraciones conductuales observadas en los animales pre-
estresados.

Por otro lado, aunque en nuestro estudio el incremento de los niveles de IL-1B no
resultaron estadisticamente significativos, es importante destacar que la sefializacion de IL-1p
de origen microglial, observada en un modelo experimental de dolor crénico, también facilita la
fuerza sinaptica (Clark y col., 2015).

En resumen, a partir de las evidencias demostradas en nuestro estudio es posible
establecer una asociacién temporal y mecanistica entre la desregulacion de la homeostasis de
glutamato mediada por la alteracion funcional de la microglia en NAc core inducida por estrés y
los resultados reportados previamente por nuestro laboratorio que indicaron una alteracion en la
remodelacion del citoesqueleto de actina acompafiada de un incremento de la subunidad GIluR1
de los receptores AMPA en NAc core y el incremento de la fuerza sinaptica evidenciado por un
aumento en la relacion de las corrientes AMPA/NMDA en un modelo de sensibilizacion
cruzada estrés-cocaina (Esparza y col., 2012; Garcia-Keller y col., 2013; 2016). En este sentido,
las respuestas conductuales alteradas frente a la administracion de cocaina, observadas en
animales previamente estresados, pone en evidencia la importancia de caracterizar como los
cambios neuroplasticos provocados por la exposicion a estrés alteran la subsecuente plasticidad
disparada por cocaina, favoreciendo el incremento de los receptores AMPA en superficie de
membrana en NAc core.

Nuestros resultados, en conjunto plantean la posibilidad de un incremento en la fuerza
de la transmisién sinaptica excitatoria en NAc core luego de la exposicidn a estrés crénico.
Finalmente, para determinar si los cambios estructurales en NAc core descriptos en este estudio
estan asociados a una alteracion en la funcion sinaptica y el funcionamiento de los circuitos
neurales que subyacen al proceso adictivo, se requieren futuros estudios con enfoques

electrofisiolégicos.

Estrés y vulnerabilidad a la adiccién a cocaina: rol de proteinas gliales como reguladoras

de la plasticidad estructural en NAc core.

Entre las adaptaciones celulares mas prominentes presentes luego de largos periodos
libres de droga, se encuentran los cambios en la expresién de los receptores glutamatérgicos
implicados en la regulacion de la transmision glutamatérgica, tanto pre como postsinapticos, y
el aporte glial a los mecanismos glutamatérgicos en NAc core. Las evidencias aqui presentadas
y la amplia literatura que respalda estos resultados ponen de manifiesto la existencia de
neuroadaptaciones compartidas tras la exposicion a estrés y drogas de abuso, destacando la

estrecha relacion existente entre la transmision glutamatérgica y la funcion glial.
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En relacion a los mecanismos moleculares que subyacen a la interaccién entre la
exposicion a estrés y el abuso de drogas, este estudio aporta evidencias contundentes acerca del
rol critico jugado por la microglia en la modulacion de la transmisidn glutamatérgica en NAc
core, un eslabén fundamental en los mecanismos neurobiol6gicos implicados en la
vulnerabilidad al desarrollo de adiccidn inducida por estrés cronico. La desregulacion de los
mecanismos glutamatérgicos mediada por la microglia, tras la exposicion cronica a eventos
estresantes, sienta las bases para posteriores adaptaciones postsinapticas en NAc core, lo que se
convierte en un escenario propicio para desencadenar la potenciacion de los efectos de cocaina,
y promover una duradera vulnerabilidad al desarrollo de la adiccion a cocaina.

Especificamente, a partir de este estudio proponemos que los persistentes cambios
morfologicos y funcionales microgliales acompafiados de un incremento de la expresion génica
de TNF-a en NAc core, inducidos por la exposicion a estrés cronico, estarian asociados a la
disminucién de la expresion de GLT-1 mediada por la accién de TNF-a sobre los astrocitos, ya
que esta citoquina ha sido reportada como un mediador clave que dispara la activacion de una
cascada de sefializacion intracelular a nivel astroglial que culminaria en la expresion génica
alterada de GLT-1 via NFKB (Tilleux y Hermans, 2007; Tolosa y col., 2011; Zou y Crews,
2005). La disminucion de la recaptacion de glutamato, a expensas de la expresion reducida de
GLT-1, retrasa la eliminacion del neurotransmisor de la hendidura sinaptica favoreciendo la
amplificacién de la magnitud de la transmisién glutamatérgica.

Importantemente, los resultados aqui obtenidos demostraron que el tratamiento con
minociclina, mediante su accion sobre la actividad de la microglia y su efecto anti-inflamatorio,
restaur6 los niveles de GFAP y GLT-1, promoviendo la normalizacion del glutamato
extracelular basal y restableciendo la homeostasis glutamatérgica en NAc core, lo que sugiere
gue este mecanismo estaria mediado por la microglia y, particularmente, por un perfil de
respuesta proinflamatoria inducido por estrés. Estos eventos moleculares estarian asociados
funcional y temporalmente entre si, ya que sugieren mecanisticamente que la accion de la
microglia se colocaria cascada arriba de la actividad de astrocitos, actuando como un mediador
critico de la disminucién de GLT-1, con la consecuente desregulacion de la homeostasis de
glutamato en NAc core que subyace a los cambios conductuales observados.

Ademas, la reduccion de la expresion de GLT-1 permite que el glutamato liberado
sinapticamente acceda a los compartimentos no sinapticos (Kalivas, 2009; Pal, 2018)
favoreciendo el incremento del glutamato basal en NAc core. Este evento bioquimico explicaria
la liberacion atenuada de glutamato en respuesta a la administracién no contingente de cocaina
por accion del glutamato sobre los receptores autoinhibitorios presinapticos mGIuR2/3. Este
derrame de glutamato, ademas, podria desencadenar dos eventos importantes. Por un lado, este

evento podria contribuir a la persistente alteracion morfoldgica y funcional de la microglia,
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favoreciendo el mantenimiento de los niveles de glutamato basal elevados, mediante un
mecanismo de retroalimentacion positiva. Por otro lado, podria activar de manera persistente los
receptores mGIuR y NMDA, que contienen la subunidad NR2B, evento que ha sido observado
tras la exposicidn a estrés o la discontinuacion de la administracion crénica de cocaina (Garcia-
Keller y col., 2016; Kalivas y col., 2003) y que se acompafia de prominentes cambios plasticos
estructurales y en la excitabilidad neuronal, particularmente la potenciacion sinaptica, en NAc
core (Garcia-Keller y col., 2016; Kalivas, 2009).

Es ampliamente aceptado que la conducta esta impulsada por la actividad neuronal. La
actividad neuronal estd determinada por la suma neta de las sefiales neuroquimicas que
impactan a nivel postsinaptico sobre los receptores glutamatérgicos ionotropicos expresados en
las espinas dendriticas. Los receptores AMPA y particularmente la subunidad GIuR1 se han
reportado incrementados en NAc core tras la desregulacion de la homeostasis de glutamato en
animales estresados (Garcia-Keller y col., 2013), tras la administracion no contingente de
cocaina en animales sometidos previamente a estrés cronico (Esparza y col., 2012) y frente al
aumento de TNF-a que constituye una sefial critica para incrementar su expresion postsinaptica
en regiones cerebrales implicadas en las conductas adictivas (Stellwagen y col., 2005;
Stellwagen y Malenka, 2006).

La participacion de genes que codifican proteinas efectoras de la inmunidad innata en la
reduccién de los transportadores de glutamato y la consiguiente hiperexcitabilidad neuronal,
reduciria la funcion de control conductual ejercida por la proyeccion glutamatérgica prefrontal
hacia NAc core, un eje critico de la neurobiologia de la adiccion (Crews y col., 2017). De esta
manera, estos persistentes cambios neuroadaptativos en el sistema mesocorticolimbico
orquestados por la exposicion crénica a estrés, contribuirian de manera determinante al
incremento de la vulnerabilidad a la adiccion en animales previamente expuestos a estrés y
serian los responsables de facilitar la conducta de autoadministracién de cocaina y de potenciar
la actividad psicomotora en respuesta a cocaina en animales estresados.

Importantemente, los datos obtenidos a partir de estudios en modelos animales de
adiccion y recaida, se correlacionan con resultados de estudios de neuroiméagenes en humanos
que demuestran que la presentacion de claves apareadas a las drogas, a individuos que padecen
adiccion, provoca la activacion metabdlica de la proyeccion glutamatérgica de CPf a NAc
(Goldstein y Volkow, 2002). Estudios post-mortem en cerebros humanos demostraron una
mayor activacion microglial, en nlcleos cerebrales que conforman el circuito de recompensa, en
consumidores cronicos de cocaina (Little y col., 2009) y particularmente en estriado, en
individuos consumidores crdonicos de metanfetamina (Sekine y col., 2008). Sorprendentemente,
la activacion microglial se observd al menos dos afios después de la abstinencia de

metanfetamina en humanos (Sekine y col., 2008). Evidencias recientes demostraron que
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personas que padecian adiccion a cocaina, y habian experimentado eventos traumaticos a lo
largo de sus vidas, tenian niveles elevados de citoquinas proinflamatorias circulantes, en
comparacion con aquellos que padecian adiccidén a cocaina, pero sin exposicién a situaciones
traumaticas (Lo lacono vy col., 2018). Estos interesantes hallazgos en humanos son evidencias

contundentes que apoyan el mecanismo propuesto (figura 41).
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Figura 41. Esquema que eshoza una version simplificada del mecanismo propuesto en NAc core, el cual involucra
los resultados de nuestro y otros laboratorios. Los nimeros resaltados con color verde corresponden a los resultados
obtenidos en la presente tesis. 1) Cambios morfoldgicos y funcionales de la microglia inducidos por la exposicion a
estrés crdnico. 2) Incremento de la expresion génica de TNF-a. 3) Activacion de cascada intracelular en astrocitos
que culmina en la alteracion de la expresion génica de GLT-1 por blogueo de la transcripcion mediado por NF«kB. 4)

Disminucidn de la expresién de GLT-1 con el consecuente retraso de la eliminacion de glutamato de la hendidura
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sindptica. 5) Perturbacion de la funcion astroglial, evidenciada por una reduccion en la expresion de GFAP, vinculada
a la alteracion del trasporte de glutamato. 6) Derrame del neurotransmisor al espacio extrasinaptico e incremento de
glutamato basal extracelular, contribuyendo a: 7) la persistente alteracion funcional de la microglia e incremento de la
concentracion de glutamato basal mediante un mecanismo de retroalimentacion positiva, 8) la alteracion en la
sefializacion de los receptores metabotrdpicos pre y postsinapticos, particularmente a nivel presinaptico alterando la
liberacion de glutamato vesicular en respuesta a cocaina por accion del incremento de glutamato basal sobre los
receptores autoinhibitorios mGIuR2/3, y 9) la amplificacion de la magnitud de la transmisién glutamatérgica mediada
por la subunidad NR2B de los receptores NMDA de localizacion extrasinaptica y la subunidad GIuR1 de los
receptores AMPA de localizacion sinaptica, 10) este ultimo cambio también modulado por TNF-a. 11) Prominente
remodelacion estructural postsinaptica consecuente a cambios en la sefializacion de los receptores postsinapticos. 12)
Potenciacion del efecto estimulante motor y reforzante de cocaina tras la administracion de cocaina. 13) Minocilina,
por su accion restauradora de la funcién microglial y su efecto anti-inflamatorio, restablece la homeostasis
glutamatérgica en NAc core y suprime la capacidad del estrés para facilitar la autoadministracion de cocaina y

potenciar la actividad psicomotora en respuesta a cocaina.

Finalmente, este estudio representa una importante via para avanzar en la comprensién
de los mecanismos que subyacen a la comorbilidad entre la exposicion a estrés y el abuso de
drogas, y proporciona pruebas del efecto neuroprotector de la minociclina. Cabe destacar que
la importancia del empleo de esta tetraciclina radica en que este compuesto, se encuentra
clinicamente disponible y puede ser, por lo tanto, répidamente utilizado en ensayos clinicos
para evaluar su impacto en el tratamiento de pacientes que padecen comorbilidad entre
desdrdenes de estrés y desdrdenes en el uso de sustancias psicoactivas. Mas aun, la seguridad
demostrada a lo largo de los afios en la practica clinica beneficia el potencial de este farmaco
para el tratamiento de esta comorbilidad dual en humanos. Este trabajo de tesis brinda
importantes resultados que constituyen una sélida plataforma para futuras investigaciones que
tengan como objetivo profundizar el estudio del mecanismo propuesto, y propone a la
minociclina como un agente terapéutico prometedor para prevenir la comorbilidad entre estrés

y abuso de drogas.
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