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La adiccidn a drogas de abuso es considerada una enfermedad crénica que afecta
principalmente al sistema nervioso central y se caracteriza por la gran probabilidad de
reincidencia o recaida al consumo de la droga, incluso después de un largo periodo de
abstinencia. Ademas de los factores individuales de la persona adicta, los factores
externos tales como la ocurrencia de eventos estresantes, contribuyen
significativamente a la persistente vulnerabilidad a reincidir en el abuso de drogas,
siendo este uno de los aspectos mas problematicos en el tratamiento de la adiccion. En
animales de laboratorio, el modelo de reinstalacion ha resultado valido para estudiar el
fenédmeno de la recaida basdndose en los fundamentos de los paradigmas conductuales
de aprendizaje asociativo, tales como la autoadministracién y la preferencia
condicionada a un lugar asociado a la droga (CPP, por sus siglas en inglés). Resultados
previos de nuestro y otros laboratorios demostraron robustamente que la exposicién
aguda a un estresor induce la reinstalacion del CPP asociado a la administracién de
cocaina. Modelos como éste han generado un gran avance en el conocimiento de los
mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la reinstalacién inducida por diversos
estimulos.

Las investigaciones dentro del drea de la neurociencia, acerca de la influencia del
estrés sobre la recaida al consumo de cocaina, se han focalizado en el estudio de los
circuitos neuronales comunes que subyacen a distintos comportamientos en respuesta
tanto al estrés como ala droga. En relacidén a las areas cerebrales involucradas, el Nucleo
Accumbens (NAc), subdividido en dos areas anatdmica y fisiolégicamente diferentes,
Core y Shell, constituye un area fundamental en los procesos de recompensa de
reforzadores naturales y de drogas de abuso. Si bien ambas estructuras participan de los
procesos de aprendizaje y el control sobre las conductas apetitivas, seria el NAc Core el
area critica de integracién de proyecciones glutamatérgicas y dopaminérgicas aferentes
de otras areas motoras y limbicas durante la etapa de reinstalacidn. En este sentido, un
trabajo previo de nuestro laboratorio demostrd el importante rol de los receptores
glutamatérgicos de NAc Core, pero no Shell, en la reinstalacién del CPP asociado a
cocaina, luego de la exposicidn a estrés por inmovilizacion. Estos resultados son
consistentes con numerosos estudios que demuestran que la neurotransmisién

glutamatérgica en NAc Core cumple un rol crucial en la reinstalacién de la conducta de



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn RESUMEN

busqueda de cocaina. Mas aun, numerosos estudios reportan la importancia de la
homeostasis de glutamato en NAc y su impacto sobre otros procesos celulares que
subyacen al comportamiento relacionado a la reinstalacién. En este sentido, las
investigaciones actuales hacen foco especialmente en las estrategias farmacoldgicas
gue puedan reestablecer la homeostasis de glutamato con el objetivo de prevenir la
recaida.

Estudios recientes reportan que el sistema cannabinoide enddgeno,
particularmente a nivel de los receptores CB1 (CB1iRs), cumple un rol clave en la
modulacion de los procesos de reforzamiento de las drogas de abuso, como asi también
en la modulacion de los efectos del estrés. En relacion a ésto, se ha observado, a través
de diferentes manipulaciones farmacoldgicas, que los CBi1Rs median la reinstalaciéon de
la conducta de busqueda de psicoestimulantes, luego de una re-exposicién a la droga o
a claves ambientales asociadas. Teniendo en cuenta que los CB1Rs se expresan en las
terminales nerviosas aferentes glutamatérgicas y/o GABAérgicas de NAc, se ha
propuesto que los cannabinoides enddgenos y exégenos podrian afectar la conducta de
reinstalacion por accion sobre estas terminales. Si bien los estudios realizados en
preparados in vitro de NAc muestran que la activacién de los CB1Rs es la que inhibe de
manera directa la liberacién presindptica de glutamato, en modelos in vivo también se
reportan resultados inconsistentes con el mecanismo candnico y se propone que los
CB1Rs podrian participar de la regulacion de la homeostasis de glutamato a través de la
inhibicidn de la liberacién de glutamato no sindptico. Este ultimo efecto sobre los niveles
de glutamato extrasindptico ha sido asociado a la influencia de los CB1Rs en la recaida,
al ejercer una influencia sobre otros receptores perisinapticos, especificamente los
receptores metabotrdpicos glutamatérgicos mGIuR-2/3, que controlan la liberacion
sindptica de glutamato inducida por el estrés, la cual es necesaria para la expresién de
la conducta de busqueda de droga.

Debido entonces a las inconsistencias encontradas entre resultados in vitro e in
vivo, en relacion a la modulacion de los CB1Rs sobre los niveles de glutamato en el NAc
y su influencia sobre la conducta de busqueda de droga inducida por estrés, resulta
importante profundizar en la comprensién de los mecanismos celulares y moleculares

gue subyacen al complejo rol de los CB1Rs. Para ello, en el presente trabajo se planted
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combinar técnicas de neuropsicofarmacologia y de neuroquimica cerebral para intentar
dilucidar la relacién entre el comportamiento de busqueda de cocaina, bajo un modelo
de reinstalacién inducida por estrés, y los cambios en los niveles de glutamato
extracelular de NAc, ambos bajo la influencia de la manipulacién farmacoldgica
localizada de los CB1Rs. De esta manera, el objetivo general del presente trabajo de tesis
fue evaluar farmacolégicamente la participacién de los CB1iRs, administrando un
antagonista o un agonista de tales receptores directamente en NAc Core o en NAc Shell,
en la reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina inducida por la exposicién
aguda a estrés por inmovilizacion; y la influencia de dicha manipulacién farmacolégica
sobre los niveles de glutamato extracelular, en las dreas mencionadas, determinados a
partir de muestras colectadas a través de la técnica de microdidlisis in vivo.

Los experimentos del presente trabajo de tesis fueron realizados con ratas
adultas macho de la cepa Wistar. El protocolo general de reinstalacién del CPP inducida
por estrés consistio en el condicionamiento de los animales con cocaina (10 mg/kg i.p.)
a uno de los dos contextos del aparato de CPP, durante ocho sesiones alternadas entre
la droga y la administracion de solucién salina en el compartimento opuesto. Una vez
demostrada la preferencia por el compartimento asociado a cocaina, los animales
fueron sometidos a la extincién de dicha preferencia, mediante sucesivas asociaciones
entre la administracidon de solucidn salina y ambos contextos del aparato de CPP. Para
evaluar la reinstalacidén, el dia posterior al test de extincién los animales recibieron una
microinyeccion bilateral en NAc Core o en NAc Shell con un antagonista CB1R (AM251;
2,5 o 5 nmol/0,5 pl/lado), un agonista CB1R (ACEA; 0,01 o 0,001 fmol/0,5 pl/lado) o
solucién vehiculo (VEH), segun el experimento, y seguidamente fueron asignados a los
siguientes tratamientos: 1) Estrés: inmovilizacion durante 15 é 30 min segun el
experimento; 2) No estrés: permanencia en las cajas-hogar. Inmediatamente después,
todos los animales fueron re-expuestos al aparato de CPP durante 15 min para evaluar
el tiempo de permanencia en cada uno de los compartimentos. Los resultados obtenidos
en el presente estudio mostraron, por un lado, que la microinyeccién de AM251 en su
dosis mas alta en NAc Core, pero no en Shell, inmediatamente antes de la exposicion a
estrés por inmovilizacién de 30 min, previno la reinstalacién del CPP asociado a cocaina,

la cual si pudo observarse en los otros grupos sometidos a estrés, tanto administrados
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con VEH como con AM251 en una dosis mas baja. Por otro lado, la activacion de los
CB1Rs mediante la microinyeccién local de ACEA en su dosis mas alta, directamente en
NAc Core, pero no Shell, indujo reinstalacion del CPP al ser combinada con una sesion
de estrés que por si sola no induce aumento de la preferencia condicionada (15 min de
inmovilizacién). Estos resultados parciales demuestran que los CB1Rs de NAc Core, pero
no de Shell, participan en la reinstalacion del CPP a cocaina inducida por la exposicion al
estrés por inmovilizacion.

Por otra parte, teniendo en cuenta las evidencias que resaltan el rol modulador
de los CBiRs de NAc en la neurotransmisién glutamatérgica y que los receptores
glutamatérgicos de NAc Core, pero no Shell, participan en la reinstalacion inducida por
estrés, se sugiere que los CB1Rs tienen una estrecha relacion funcional con el sistema
glutamatérgico en NAc Core para mediar el comportamiento de busqueda de droga,
bajo nuestro protocolo experimental. Para demostrar esto, en el presente trabajo de
tesis se desarrolld6 un modelo de monitoreo in vivo de los niveles de glutamato
extracelular de NAc Core en la reinstalaciéon del CPP el cual permitié determinar una
correlacién entre la conducta de preferencia por un contexto asociado a la droga y el
cambio en los niveles de glutamato extracelular luego del estrés. Especificamente, en
ratas que extinguieron el CPP asociado a cocaina, el estrés por inmovilizacidon indujo un
aumento en los niveles de glutamato extracelular en NAc Core solo durante la re-
exposicién al contexto asociado con la droga, pero no al no asociado. De manera
interesante, este aumento de glutamato dependiente del contexto fue suprimido en el
grupo de animales que recibid previamente una microinyeccién de AM251 directamente
en NAc Core. Ademas, un aumento similar en los niveles de glutamato extracelular en
NAc Core fue observado cuando los animales fueron administrados localmente con
ACEA inmediatamente antes de una sesién de estrés sub-umbral. En conjunto, estos
experimentos aportan evidencias acerca del mecanismo glutamatérgico que subyace a
la participacion de los CB1Rs en la reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina
inducida por estrés.

Con el objetivo de evaluar si la homeostasis de glutamato en NAc Core se ve
comprometida al activar farmacolégicamente a los CB1Rs, se disend un experimento en

donde cada animal recibié dosis crecientes de ACEA, el agonista de CB1R, a través de la
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membrana de microdialisis ubicada en NAc Core, mientras permanecia en su caja-hogar
sin exposicion a ningun otro estimulo en particular. De esta manera, demostramos que
ACEA tiene la capacidad de disminuir los niveles basales (no inducidos por estimulo) de
glutamato en NAc Core. Estos hallazgos pueden relacionarse con las evidencias previas
gue demuestran que la disminucidn en los niveles basales de glutamato extracelular en
NAc promueven la reinstalacion de la busqueda de cocaina y que la misma puede ser
prevenida si estos niveles se normalizan, probablemente por una falta de tono
inhibitorio de los auto-receptores glutamatérgicos mGIluR-2/3, los cuales modulan
negativamente la liberacion de glutamato inducida por cocaina y la conducta de
busqueda de droga.

El presente trabajo demuestra que la manipulacién farmacolégica de los CB1Rs
en nuestro modelo regula directamente los niveles basales (no inducidos por estimulo)
de glutamato e influye en los niveles de glutamato medidos luego del estrés y en el
contexto asociado a la droga (inducidos por estimulo). También queda demostrado que
tal influencia esta estrechamente relacionada con la la conducta de preferencia
condicionada en animales que previamente extinguieron tal aprendizaje.

En conclusién, los resultados del presente estudio demuestran que la
participacién de los CBiRs sobre la reinstalacion de la preferencia condicionada a
cocaina inducida por estrés, se asocia a la modulacidn que ejercen estos receptores
sobre la liberacién de glutamato en NAc Core, la cual cumple un rol clave en el
comportamiento de busqueda de droga. Este estudio proporciona una plataforma para
continuar investigando los mecanismos que subyacen a la participacién de los CB1Rs en
la reinstalacién de la busqueda de droga inducida por estrés. Cabe destacar que los
estudios de microdialisis in vivo como el nuestro, en combinacidn con técnicas
farmacoldgicas y comportamentales, resultan de gran importancia para el estudio de los
mecanismos de neuroplasticidad relacionados con la adiccidn, significando un medio
valioso en el descubrimiento de nuevas estrategias de prevencién y tratamiento de los

cambios inducidos por las drogas y eventos estresantes.
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MARCO CONCEPTUAL PARA ADICCION A COCAINA

La adiccion se define como una enfermedad crénica del cerebro con gran probabilidad
de reincidencia y caracterizada por sintomas cognitivos, conductuales y fisiologicos que llevan
al uso compulsivo de drogas a pesar de las consecuencias negativas (ver revision: Cami &
Farre, 2003). En el presente trabajo, el término adiccion sera usado como un equivalente al
“trastorno grave por consumo de estimulantes” definido en la quinta edicién del Manual
Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales DSM-5 (A.P.A., 2013) y a los criterios

I "

establecidos para el “sindrome de dependencia a cocaina” en la décima edicion de la
Clasificacién Internacional de las Enfermedades y Trastornos relacionados con la Salud Mental
CIE-10 (O.M.S., 1992). En estos trabajos se especifica que el perfil clinico de una persona
adicta/dependiente a sustancias psicoestimulantes, como la cocaina, se caracteriza por
presentar sensibilizacion a los efectos conductuales, tolerancia, autoadministracién
compulsiva y, en ocasiones, sintomas de abstinencia cuando interrumpe el consumo. Ademas,
suele ser muy llamativo que la motivacion del individuo queda completamente secuestrada
por el deseo de consumir, lo cual lleva a un descuido marcado de sus intereses vy
responsabilidades personales. Al igual que otras enfermedades, la adiccidon altera el
funcionamiento normal del organismo, lo cual muchas veces puede llevar a que la salud
general de un paciente adicto se vea seriamente comprometida. Afortunadamente, existe
numerosa evidencia de que la adiccién es una patologia que se puede prevenir y se puede
tratar, también al igual que otras enfermedades. Sin embargo, la alta tasa de recaidas en un
paciente adicto es uno de los mayores impedimentos para que el tratamiento sea efectivo.
Por todos estos motivos, la adiccion a drogas de abuso actualmente constituye una de las
mayores preocupaciones a nivel de politicas publicas sanitarias y sociales, no sélo por las
consecuencias sobre la salud individual sino también por los problemas interpersonales
asociados, sumado a la estigmatizacion y criminalizacion de las personas que presentan este
patron de consumo. En este contexto, resulta importante la atencién integral de la
problematica. En cuanto al abordaje terapéutico de una adiccion ya establecida, el mismo
debe ser disefiado en base a estrategias farmacolégicas y psicosociales integradas que
también contemplen la influencia de factores externos.

Desafortunadamente, en los ultimos afios el consumo de cocaina se ha incrementado

en nuestro pais. De hecho, la tendencia de consumo de “alguna vez en la vida” se duplicé en
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el 2017 con respecto al 2010 (SEDRONAR, 2017c). Si bien estd establecido que no todas las
personas que tienen contacto con las drogas desarrollan adiccién (C. P. O'Brien y col., 1992;
M. S. O'Brien & Anthony, 2005), el consumo problemdtico de cocaina junto con el de
marihuana son el mayor motivo de demanda de tratamiento en los distintos centros vy
programas de atencién de la Secretaria de Politicas Integrales sobre Drogas de la Nacion
Argentina (SEDRONAR, 2017b). Incluso, la cocaina es la droga de abuso con mas probabilidad
de desarrollar adiccién en nuestro pais, siendo que del total de consumidores de cocaina, el
36,0 % alcanzd los criterios de dependencia para esta sustancia (SEDRONAR, 2017a).
Desafortunadamente, la adiccion a la cocaina es una de las mas dificiles de tratar y
actualmente el tratamiento consiste principalmente en una combinacion entre terapia
psicobiolégica y farmacolégica, pero no existe un farmaco efectivo para tratar esta

dependencia (Kampman, 2019).

Recaida

La recaida puede ser definida como la reincidencia al consumo de una droga luego de
un periodo de abstinencia forzada o voluntaria, y justamente la alta probabilidad de que esto
suceda es una de las caracteristicas cruciales de la adiccién (Jaffe, 1990; C. P. O'Brien y col.,
1992). Si bien la recaida es un proceso normal que puede ocurrir durante la recuperacion de
un paciente adicto, en algunos casos puede ser muy peligrosa, e incluso producir la muerte,
sobre todo porque la persona puede alcanzar facilmente un estado de “sobredosis”.
Interesantemente, el campo de investigacion en adiccién ha concluido que la ocurrencia de la
recaida no es facil de predecir sélo a partir del historial de consumo de un individuo, es decir
de la duracién de la adiccién o del tipo o de la pureza de las drogas utilizadas. Para comprender
mejor este fendmeno se requiere especial atencion a las sefales ambientales que predicen la
disponibilidad de la droga, como asi también otras consideraciones de tipo farmacolégicas,
cognitivas, contextuales y afectivas. Estas observaciones estuvieron acompanadas de un
cambio de paradigma en la comprensién de cudles son y cdmo influyen los distintos factores
gue aumentan la vulnerabilidad a desarrollar y a recaer en la adiccién (Marlatt & Donovan,
2005; Piazza y col., 1998). En el paradigma cldsico o “centrado en la droga” se sostiene que la
adiccién es consecuencia de modificaciones inducidas en el cerebro por el consumo repetido

de la misma. Es decir, desde esta perspectiva se sostiene que las propiedades farmacoldgicas
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y fisicoquimicas de una droga, que determinan un inicio rapido y una mayor intensidad de sus
efectos, incrementan el potencial de la misma a ser abusada (Roset y col., 2001). En esta
misma linea, se cree que la recaida esta determinada por un impulso o “deseo” causado por
la dependencia fisica y por la presencia de los sintomas de abstinencia, llevando a una pérdida
de control y a la recaida de forma inevitable (Miller & Hester, 1986). Sin embargo, este punto
de vista no tiene en cuenta los estudios epidemiolégicos que indican que factores socio-
demogréficos y genéticos influyen en la probabilidad de adquirir un comportamiento
compulsivo en el consumo de drogas (Anthony y col., 1997; Kessler y col., 2005; Swendsen y
col., 2009), ni tampoco tiene en cuenta la existencia de factores circunstanciales y personales
gue interactlan para precipitar la aparicién de la recaida. Un modelo mas actualizado, el
“centrado en el individuo”, considera que la adiccion es consecuencia de las acciones
particulares de la droga ejercidas sobre un sustrato biolégico con un fenotipo funcional
especifico. Dicho estado psicobiolégico, determinado por factores clinicos, genéticos y
bioldgicos, hace que un sujeto sea intrinsecamente mas vulnerable a la adiccién (Koob & Le
Moal, 2001; Kreek y col., 2005). Esta teoria ha sido respaldada por estudios que indican que
el metabolismo individual (Crabbe, 2002; Volkow & Baler, 2014), alteraciones epigenéticas
(Nielseny col., 2012), y ciertos rasgos de personalidad asi como los trastornos psiquiatricos se
asocian con un mayor riesgo de abuso (Conway y col., 2002; Grant y col., 2004). Sumado a
ésto, los sintomas de abstinencia que resultan en neuroadaptaciones son agravados por
factores de riesgo tales como enfermedades psiquiatricas, condiciones socioecondmicas y la
percepcion de disponibilidad de droga (Altman y col., 1996; Swendsen y col., 2009). Para
intentar explicar la recaida, este modelo ha sido nuevamente reformulado por el grupo del Dr.
Marlatt (Hendershot y col., 2011; Witkiewitz & Marlatt, 2004), resaltando que hay factores
individuales que son mas bien “estaticos o tdnicos” y que interactian de forma dinamica con
otros factores mas “fasicos”. Los primeros estarian determinando una susceptibilidad
individual inicial, que podria influir a priori en la probabilidad de recaida, mientras que la
ocurrencia de la misma o de un “lapso” (primer consumo luego de la abstinencia) esta
finalmente determinada en gran medida por las respuestas fésicas, que son mas inmediatas y
transitorias. Entre estas respuestas se incluyen los procesos cognitivos y afectivos que pueden
fluctuar a lo largo del tiempo y segun el contexto, como los impulsos o el deseo, el estado de

animo, la expectativa o la motivacién. Ademas, las estrategias de afrontamiento del momento
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también actuan como eventos fasicos que pueden determinar si una situacion de alto riesgo
culmina en la recaida. Dentro de las situaciones de alto riesgo se encuentran aquellos
disparadores externos que han sido estudiados exhaustivamente en humanos y en diversos
modelos animales, y que se caracterizan justamente por ser incontrolables o inevitables y que
pueden suceder después de un tratamiento, lo cual implica que requieren de especial
atencion. En pacientes adictos, estos disparadores pueden ser una re-exposicion a la droga
(Jaffe y col., 1989), una re-exposicién a estimulos previamente asociados a su consumo
(Childress y col., 1999; C. P. O'Brien y col., 1992; See, 2002) o una exposicidn situaciones
estresantes (Kosten y col., 1986; Kreek & Koob, 1998; Sinha, 2001). Bajo este marco
conceptual, existe una gran cantidad de trabajos de investigacion relacionados a la adiccién
que intentan contribuir a la compresién de la naturaleza de las recaidas y de cuales son los
factores de riesgo junto con los procesos neurobiolégicos y comportamentales subyacentes,

lo cual es fundamental para el desarrollo de tratamientos eficientes.

Recaida inducida por estrés

El estrés es una construccion psicolégica compleja que, a pesar de muchas décadas de
investigacion (Cannon, 1935; Selye, 1998), carece de una definicidon operativa Unica (Coheny
col., 2013; Chrousos & Gold, 1992). En modelos animales, el estrés puede definirse en
términos generales como la exposicion forzada a eventos o condiciones que normalmente se
evitan (Piazza & Le Moal, 1998). En los seres humanos, el estrés se entiende como “una
condicidn en la que las demandas ambientales superan las capacidades de afrontamiento del
individuo”, tal como sugiere Cohen y col. (2013), considerando de esta manera los procesos
cognitivos y emocionales. La investigacion clinica indica que las experiencias estresantes de la
vida no sélo son un factor de riesgo en el desarrollo de la adicciéon (Jacobsen y col., 2001;
Kosten y col., 1986), sino también un importante disparador para la recaida en el uso de
drogas. Estudios en humanos, tanto transversales como longitudinales, aseguran que eventos
estresantes o estados de animo negativos estdn asociados con un mayor deseo de la droga
previamente consumida e incluso con la recaida o la no remisién (S. A. Brown y col., 1995;
Dewart y col., 2006; McCabe y col., 2016; Ouimette y col., 2007; Sinha, 2001). Podemos
mencionar ejemplos como el conflicto y el estrés familiar, la falta de empleo o problemas

interpersonales en el ambito laboral, el fallecimiento o una enfermedad grave de un pariente
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0 amigo, un divorcio o separacion, una crisis financiera, ser victima de un delito o abuso, entre
otros. Debido a que la exposicidn a situaciones adversas es comun entre los consumidores,
también es importante considerar la eficacia y la disponibilidad de las estrategias/habilidades
de cardcter emocional y comportamental para afrontar estas situaciones. Sin embargo, la
importancia del estrés como disparador radica en que la recaida, entendida como un proceso,
ocurre mas frecuentemente en un contexto de sucesos estresantes significativos en
asociacién a los estados de animo negativos generados, por lo cual es especialmente
importante prevenir el consumo sobre todo cuando el mismo se emplea como estrategia de
afrontamiento o para “disminuir el estrés”.

Las investigaciones acerca de la influencia del estrés sobre la recaida, desde la
perspectiva de la neurociencia, se han focalizado en el estudio de los circuitos neuronales que
subyacen a la respuesta a estresores y el entrecruzamiento con aquellos que participan en la
respuesta a la droga, indicando que ambos factores conducen a la activacién de areas
cerebrales similares. De esta manera, a lo largo de las uUltimas tres décadas se han desarrollado
diversos modelos animales que han contribuido a demostrar la importancia que tienen los
distintos disparadores de la recaida y a explorar los mecanismos neurobioldgicos que
subyacen al comportamiento de busqueda de droga en respuesta a dichos estimulos (Bossert
y col.,, 2013). Especialmente, mediante el uso de estos modelos, denominados de
“reinstalacion”, se ha logrado establecer el rol de diferentes tipos de estresores en la
potenciacién de conductas relacionadas con el deseo y la busqueda de psicoestimulantes y de
otras drogas de abuso, luego de un periodo de abstinencia o de extincion de un aprendizaje

relacionado con las drogas (Mantsch y col., 2016).

REINSTALACION: MODELO ANIMAL DE RECAIDA

El proceso de aprendizaje asociativo es critico para el mantenimiento de la adiccion y la
recaida, por el cual un estimulo o sefales ambientales asociadas al consumo de la droga
adquieren un valor incentivo y motivacional evocando la expectativa de la disponibilidad de
la droga (Hyman y col., 2006). Tales estimulos condicionados pueden generar respuestas
emocionales o psicolégicas involuntarias activando los circuitos cerebrales de la misma
manera que lo hace la droga y, de esta forma, pueden mantener su consumo en el tiempo y

generar el deseo o “craving” por la misma durante la abstinencia y precipitar la recaida frente
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a la apariciéon del estimulo relacionado con la droga. En animales de laboratorio, los
paradigmas conductuales de aprendizaje asociativo o condicionamiento, ya sea de tipo
operante o de tipo clasico, como la autoadministracidon (AA) de una droga o la preferencia
condicionada a un lugar asociado a la misma (CPP) respectivamente, son los mayormente
empleados al momento de modelar tanto el proceso de adquisicidn como el de reinstalaciéon
de un comportamiento relacionado con la droga.

En términos practicos, la reinstalacion se refiere a la reanudacién de una respuesta
condicionada, sometida previamente a un proceso gradual de extincion, luego de la exposicidon
a un estimulo desencadenante (Bossert y col., 2013; de Wit & Stewart, 1981). A pesar de que
se ha debatido que el modelo de reinstalacion en realidad no simula las situaciones que llevan
a la abstinencia en el caso de los humanos (Marlatt, 1996), este modelo posee validez
aparente o similitud fenomenolégica para la mayoria de las drogas de abuso porque los
diferentes estimulos externos que tienen la capacidad de reestablecer el comportamiento de
busqueda de droga en animales de laboratorio también tienen la capacidad de provocar la
recaida y el deseo compulsivo en humanos (Bossert y col., 2013). Estos estimulos
“desencadenantes” de la reinstalacion pueden ser: una dosis desafio (“priming”) de la droga
(de Wit & Stewart, 1981; Mueller & Stewart, 2000), claves discretas (Meil & See, 1996), claves
discriminativas (Weiss y col., 2000), claves contextuales (Crombag & Shaham, 2002) o la
exposicidn a ciertos estresores (Erb y col., 1996; Shalev y col., 2000) que, como se menciond
anteriormente, emulan las situaciones de alto riesgo que llevan a reincidir en el consumo. Por
lo tanto, este modelo puede ser empleado para estudiar los mecanismos neuronales que
subyacen a la recaida a pesar del hecho de que las condiciones que llevan a la abstinencia en
animales son diferentes a la de los humanos (Self & Nestler, 1998). Desafortunadamente, la
validez predictiva del modelo de reinstalacién aln no ha sido establecida para cocaina y
metanfetamina porque todavia no se han encontrado medicaciones efectivas en humanos
para el tratamiento de la adiccién y la recaida a las mismas.

Para comprender mejor los mecanismos comportamentales y neurobiolégicos de la
reinstalacion primero es necesario indagar en el concepto de sensibilizacion motivacional,
propuesto por Robinson y Berridge (1993) para explicar que el comportamiento de busqueda
y de administracion compulsiva de una droga no se produce solamente por el deseo de

experimentar efectos heddnicos positivos o por el deseo de evitar los efectos adversos de los
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sintomas de la abstinencia. En esta teoria se postula que la sensibilizacion inducida por drogas
a nivel de circuitos neurales esta relacionada con una atribucidn excesiva de la saliencia
motivacional (incentive salience) por la recompensa, lo cual lleva a la expresidn de respuestas
conductuales sensibilizadas que pueden aumentar la susceptibilidad a reinstalar aun después
de largos periodos sin consumo (Vezina, 2007). Resulta interesante que los experimentos de
sensibilizacion conductual demuestran una clara dependencia al contexto al igual que los
experimentos de reinstalacion, es decir que en ambos procesos es importante el valor
incentivo motivacional asignado a los estimulos ambientales previamente asociados a la
droga. De hecho, estd ampliamente demostrado que la sensibilizacién induce una persistente
hiperreactividad del sistema de recompensa cerebral en respuesta a los estimulos asociados
a la droga (Vanderschuren & Pierce, 2010). Estos conceptos derivan en la definicidn actual de
la adiccion, concebida desde la neurobiologia, que plantea que “...estd basada en los cambios
patoldgicos en el funcionamiento del cerebro producidos por las alteraciones farmacolégicas
repetidas a los circuitos cerebrales que regulan la manera en que una persona interpreta los
estimulos motivacionalmente relevantes y cédmo responde conductualmente ante los
mismos...”(Kalivas & O'Brien, 2008). Este marco conceptual también va acompafado de la
concepcidon de la adiccion como un desorden del aprendizaje (Keramati y col., 2017)
caracterizado por inflexibilidad comportamental para evitar la bisqueda de droga y adaptarse
a las contingencias ambientales, lo cual resulta justamente de las adaptaciones neuronales a
largo plazo en el cerebro (Neuhofer & Kalivas, 2018). En conjunto, la reinstalacién no es mas
gue una manifestacién clara de que las conductas adictivas son habitos aprendidos con base
en los procesos de plasticidad sinaptica que conducen a la asociacion de estimulos
relacionados con la droga (Hyman y col., 2006). Teniendo en cuenta este marco conceptual,
una gran parte de las distintas estrategias farmacolégicas planteadas hasta la fecha para
prevenir la adiccion y la recaida han hecho foco en la manipulacién de los procesos
homeostaticos y plasticos que suceden en el cerebro durante o luego del consumo de una

droga en presencia de senales ambientales relevantes.

Reinstalacién inducida por estrés

En animales de laboratorio, la exposicién a estresores es uno de los factores que mas

influencia tiene sobre la reinstalacién en comparacién con otras manipulaciones
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experimentales para inducir la busqueda de droga, como la inyeccion de la droga o la
exposicidon a claves ambientales o claves discretas asociadas (Bossert y col., 2013; Mantsch y
col., 2016). Los estimulos que actian como estresores producen una respuesta compleja y
coordinada a nivel del sistema nervioso central (SNC), lo cual involucra cambios en el estado
de animo, la cognicién, el comportamiento y en las funciones auténoma y endocrina.
Numerosos autores proponen que el cerebro puede discriminar o distinguir entre dos
principales categorias de estresores: aquellos que son mas “fisioldgicos” porque afectan
directamente mecanismos homeostaticos especificos, como una hemorragia o una infeccién,
y aquellos que son mas “psicoldgicos” porque representan una amenaza externa para el
individuo y requieren de un procesamiento sensorial de orden superior (Dayas y col., 2001).
Dentro de esta ultima categoria el grupo del Dr. Shaham distingue dos subgrupos (L. Lu,
Shepard, y col., 2003). El primero engloba aquellas manipulaciones experimentales que
consisten en exponer al sujeto a un ambiente aversivo, como en el caso de una inmovilizacion,
un shock eléctrico en las patas o un pinchazo en la cola. El segundo grupo incluye
manipulaciones experimentales en funcion de remover o modificar condiciones ambientales
importantes para mantener al sujeto en condiciones fisioldgicas y psicolégicas estables, por
ejemplo, restriccion de comida, aislamiento social y separacion de la madre. Al momento de
emplear un estresor como disparador de la reinstalacidn, también es importante tener en
cuenta que existe una serie de factores que pueden modificar la respuesta al mismo, como la
relacion temporal entre el estrés y la exposicién un estimulo condicionado o incondicionado,
la intensidad del estresor, y si es aplicado en forma aguda o crdénica, si al aplicarlo en forma
repetida éste es predecible o impredecible, y si el animal puede controlar o no la aplicaciéon
del estresor, pudiendo todos estos factores influenciar la relacién entre el efecto del estrés 'y
la respuesta conductual relacionada a una droga (Piazza & Le Moal, 1998).

En la versién operante del modelo de reinstalacién en roedores, se han usado
principalmente cuatro tipos de estresores: shock eléctrico intermitente en las patas (Ahmed
& Koob, 1997; Erb y col., 1996), privacién de comida por un dia (Shalev y col., 2003), nado
forzado (Conrad y col., 2010) y yohimbina (Funk y col., 2006; Lee y col., 2004; Shepard y col.,
2004), un antagonista alfa-2 adrenérgico que induce respuestas similares al estrés y la
ansiedad en humanos y en animales de laboratorio (Bremner y col., 1996). En la version de

CPP, los estresores usados para inducir reinstalacién han sido: inmovilizacién (Briand &
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Blendy, 2013; Sanchez y col., 2003); nado forzado (Briand & Blendy, 2013; Vaughn y col.,
2012), shock eléctrico en las patas (Erb y col., 1996; Sanchez & Sorg, 2001; Shalev y col., 2000)
y estrés social (Ribeiro Do Couto y col., 2006). A partir de resultados obtenidos de estos y otros
estudios, se ha sugerido que el estrés es capaz de aumentar las propiedades reforzantes de
las drogas de abuso y el valor motivacional de las claves externas asociadas a las mismas, a
partir de acciones ejercidas sobre sustratos neurobioldgicos comunes (Mantsch y col., 2014).
En este sentido, se ha demostrado que el estrés, en términos generales, activa al eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA) (Herman y col., 2016) e incrementa la actividad de los
circuitos neurobioldgicos implicados en la motivacion y la recompensa (Kreek & Koob, 1998;
Piazza & Le Moal, 1998). De esta forma, un mayor entendimiento de los mecanismos
neurobioldgicos que comparten la respuesta al estrés y el consumo de drogas guian los
estudios neurofarmacoldgicos de la recaida.

Desde otra perspectiva, se ha planteado que el estrés logra inducir reinstalacion de
busqueda de droga debido a la capacidad que posee para mimetizar ciertas claves
interoceptivas, o estados internos, provocados por la cocaina durante el condicionamiento
induciendo un estado motivacional positivo (Ahmed & Koob, 1997). Adicionalmente, Highfield
y col. (2000) proveen evidencia de que el estrés podria provocar la recaida interfiriendo con
un proceso neuronal subyacente a la inhibiciéon del comportamiento cuya funcién es detener
la actividad cuando los reforzadores no estan disponibles, como sucede durante la extincidon
(Pavlov & Anrep, 1927; ver discusion en: Shaham y col., 2000). En el presente trabajo
adherimos a la propuesta de que el estrés funciona como un factor “preparador de la escena”
(stage setter en inglés) para la busqueda de cocaina al incrementar la sensibilidad a los efectos
gratificantes de la droga y el valor incentivo de las claves previamente asociadas a su consumo
(Mantschy col., 2014). Esta hipdtesis va de la mano con evidencias en humanos que muestran
una mayor reactividad a las claves apareadas a una droga luego de la exposicién a memorias
traumaticas o a estimulos aversivos (Back y col., 2010; Coffey y col., 2002; Duncany col., 2007;
Fox y col., 2005), y evidencias en animales que muestran que la reinstalacion inducida por
estrés es potenciada o requiere de la presentacion conjunta de claves apareadas o de una
dosis de la droga (Buffalari & See, 2009; Feltenstein & See, 2006; Grafy col., 2013; McReynolds
y col., 2016; Shelton & Beardsley, 2005).
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Reinstalacion inducida por estrés bajo el paradigma de preferencia
condicionada a un lugar asociado a cocaina

El paradigma conductual de CPP (conditioned place preference, por sus siglas en inglés)
forma parte del grupo de modelos que se basan en la administraciéon no contingente de la
droga para estudiar las distintas fases del proceso adictivo. EI CPP es una forma simple de
condicionamiento cldsico o pavloviano, un proceso de aprendizaje que implica asociaciones
positivas o negativas entre dos estimulos o experiencias. En el CPP esto corresponde a la
asociacion repetida entre la administracion no contingente de una droga (estimulo
incondicionado) y un contexto reconocible por el animal, que por lo general es una caja con
caracteristicas diferenciables (estimulo condicionado). De esta manera, se puede evaluar la
percepcion del valor gratificante, incentivo o heddnico de diferentes tipos de reforzadores
(Tzschentke, 2007) ya que la conducta de acercamiento y permanencia de los animales en el
contexto previamente apareado con la droga puede ser considerada como una medida del
comportamiento de busqueda. Por el contrario, si una droga induce un estado motivacional
negativo es posible observar que el sujeto evita el contexto asociado, lo cual se interpreta
como el desarrollo de una aversidn condicionada por el contexto (CPA).

El CPP tiene ciertas limitaciones si se lo compara con los modelos de administracidn
contingente, es decir los basados en el condicionamiento operante en donde el animal ejecuta
una accion especifica para recibir la infusién de una droga (Bardo & Bevins, 2000). En este
sentido, se cree que el CPP podria tener poca relevancia en la evaluacién del uso compulsivo
de la droga debido al bajo nivel de exposicién total a la misma (de Wit & Stewart, 1981; Epstein
& Preston, 2003). Sin embargo, estd ampliamente aceptado que esta prueba resulta adecuada
para estudiar los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la reinstalacién de la conducta
de busqueda de droga y su uso continla siendo una herramienta muy valiosa no solo en
laboratorios de neurofarmacologia o farmacologia comportamental sino también en
laboratorios de biologia molecular (Kuhny col., 2019). Ademas, la ventaja de usar el CPP radica
en que se trata de una técnica de bajo costo, de uso simple y no invasiva para los animales
bajo estudio.

En el modelo de reinstalacién del CPP asociado a una droga (ver protocolo general en la
Figura 1) primero se evalua la preferencia innata de los animales de laboratorio, mediante un

test basal, y se descartan aquellos que expresen preferencia incondicionada por alguno de los
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compartimentos principales del aparato de CPP. Posteriormente, los animales que no fueron
descartados son entrenados mediante un niumero determinado de sesiones alternadas, a los
fines de asociar los efectos de una droga con las claves contextuales de un determinado
compartimento del CPP, y la ausencia de tales efectos con el compartimento opuesto. Esta
asociacioén se logra confinando cada animal a alguno de los compartimentos inmediatamente
después de recibir la inyeccién de la droga o de solucién vehiculo seglin corresponda el dia de
la sesién. Luego de este entrenamiento, se realiza un test libre de droga en el cual los animales
pueden explorar todo el aparato de CPP durante un tiempo determinado mientras se registra
el tiempo de permanencia en cada compartimento. En este test, se considera que los animales
que prefieren pasar mas tiempo en el compartimento previamente asociado con la droga, con
respecto al compartimento asociado al vehiculo, adquirieron y expresaron el CPP por la
misma. Esta preferencia condicionada puede ser extinguida cuando los animales son sujetos
a un entrenamiento en donde son expuestos diariamente a los mismos contextos previamente
condicionados, pero en ausencia de la droga. Se ha demostrado la reanudacion de la expresion
del CPP previamente extinguido, es decir la reinstalacion, luego de una exposicién aguda a un
estresor o luego de una inyeccién no contingente de la droga, ya sea cocaina, anfetamina,
metanfetamina, morfina, heroina, nicotina, etanol y MDMA (Aguilar y col., 2009; Y. Liu y col.,

2008).
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Figura 1. Esquema general del protocolo experimental de induccidn, extincidn y reinstalacidn de la Preferencia
Condicionada a un Lugar (CPP, por sus siglas en inglés Conditioned Place Preference). Durante los test, los
animales se mueven dentro de todo el aparato durante 15 min mientras se evalua el tiempo de permanencia en
cada compartimento. Durante las etapas de condicionamiento y extincion los animales son confinados en un
determinado compartimento inmediatamente después de recibir la inyeccidn de la sustancia que corresponda
segln el dia. La reinstalacion de la preferencia condicionada puede ser inducida por un estresor o por una dosis
desafio de la droga, tal como se ejemplifica en la presente figura. Mas detalles en el texto y en la seccién de
Materiales y Métodos.

El proceso de extincion del CPP consiste basicamente en generar otro aprendizaje en
donde el aprendizaje original “desaparece” gradualmente de manera tal que la respuesta
condicionada asociada pierde fuerza o se expresa con menor frecuencia (Todd y col., 2014).
La extincién es un fendmeno comportamental clave en la reinstalaciéon y viene siendo
estudiado desde 1970 en el condicionamiento clasico (Bouton, 1988). Cabe destacar que,
aungue al finalizar el proceso de extincion de un aprendizaje éste ya no se observe mas, el
aprendizaje original no se borra, sino que queda “retenido” en la memoria a largo plazo del
cerebro. Esto ultimo se evidencia justamente con el fendmeno de reinstalacién y otros

III

fenédmenos relacionados, como la “recuperacién espontanea” o el “renewal”. En este sentido,
se sostiene que lo que perdura en el tiempo y queda en parte “preservado” es la asociacién

‘estimulo condicionado-estimulo incondicionado’ establecida durante el condicionamiento.
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En conjunto con lo mencionado mas arriba, esto denota que la comprension del proceso de la
reinstalacion y el sustrato neurobioldgico subyacente esta estrechamente relacionada con el
estudio de los cambios neuronales a largo plazo que participan en los procesos de aprendizaje
y memoria de respuestas dependientes del contexto.

El uso del estrés por inmovilizaciéon (restraint stress, en inglés) ha demostrado ser
efectivo para inducir la reinstalacién del CPP asociado a cocaina (Briand & Blendy, 2013; De
Giovanni y col., 2016; Tung y col., 2016) y nicotina en ratas (Leao y col., 2009), y a morfina
(Ribeiro Do Couto y col., 2006) y metanfetamina en ratones (Han y col., 2014). Una de las
consideraciones que se debe tener en cuenta para este tipo de estresor es que el mismo debe
ser aplicado en la misma habitacién experimental en la cual se llevan a cabo todas las fases
del protocolo de reinstalacién del CPP. Esto surge de evidencias previas de nuestro laboratorio
(De Giovanniy col., 2016) y de otros experimentos realizados bajo el paradigma de AA, en los
cuales emplean estrés por un shock eléctrico en las patas (footshock en inglés) y en donde se
demuestra que no hay reinstalacion si el estrés es dado en un ambiente nuevo (Shalev y col.,
2000). De manera similar, y como mencionamos mas arriba, la re-exposicién a claves discretas
asociadas a la AA de cocaina también son necesarias para que ocurra la reinstalacién luego
del estrés (Shelton & Beardsley, 2005). Estos resultados avalan la idea de que las claves
contextuales cumplen un rol crucial en la adiccién, lo cual incrementa la validez aparente del
paradigma de CPP para ser usado en modelos de reinstalacion inducida por estrés. Otra
consideracién importante se relaciona con la intensidad del estrés, que en la inmovilizacién
estd dada por la duracién de la misma. En la mayoria de los trabajos en los cuales se emplea
este tipo de estresor la duracién puede variar entre 15 min (Briand & Blendy, 2013; Sanchez y
col., 2003) y 30 min(De Giovanniy col., 2016; Leaoy col., 2009; Tungy col., 2016). Sin embargo,
cabe destacar que una inmovilizacién de 15 min de duracién no dispara la reinstalacién del
CPP bajo nuestras condiciones experimentales (De Giovanni y col., 2016). Esta particularidad
demuestra la existencia de un umbral que al ser superado desencadena ciertos mecanismos
conductuales que llevan a la expresion de la respuesta condicionada previamente extinguida.

Finalmente, cabe destacar que numerosos autores hacen hincapié en distinguir los
procesos que son evaluados bajo los dos paradigmas conductuales mas usados en los modelos
de reinstalacién. Por un lado, para el CPP se sugiere que es mejor referirse al término

“recompensante” o “gratificante” cuando hablamos de las propiedades de las drogas que
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pueden ser evaluadas bajo este paradigma. Con respecto a la AA, se sugiere que es mas
correcto decir que se mide el “reforzamiento”. Si bien hay un amplio debate en cuanto a esta
distincidn de conceptos, en el presente trabajo adherimos a la teoria de que en el CPP se

evalla los efectos recompensantes asociados a la droga y al contexto apareado.

NEUROBIOLOGIA DE LA ADICCION A COCAINA

El foco principal en la comprensién de los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a
la adiccion a cocaina estd orientado al sistema mesocorticolimbico o sistema de recompensa.
La cocaina pertenece a la familia de los psicoestimulantes o estimulantes psicomotores que
actuan directamente sobre las terminales de neuronas dopaminérgicas aumentando la
actividad electrofisiolégica de determinadas areas del sistema mesocorticolimbico (Hyman y
col., 2006). Especificamente, la cocaina se une al transportador de dopamina (DAT) resultando
en la inhibicidn de la recaptacién de la dopamina del espacio extracelular y, por lo tanto,
provocando el incremento de la cantidad y la vida media de ésta a nivel sindptico y
extrasindptico (Figura 2). El aumento de los niveles de dopamina en el sistema
mesocorticolimbico produce una amplificacién casi inmediata de la seial a las neuronas
postsindpticas (Di Chiara & Imperato, 1988). En condiciones normales, estos sitios de accién
regulan, de manera directa o indirecta, la actividad de los circuitos neuronales implicados en
la motivacién y la recompensa en respuesta a estimulos esenciales para la supervivencia,
como la comida, el sexo y las interacciones sociales (Hernandez & Hoebel, 1988; Melis &
Argiolas, 1995; Pfaus, 1999; Robbins & Everitt, 1996). Por lo tanto, ante el consumo o
administracién de cocaina los efectos placenteros/euforiazantes pueden durar mucho mas
que aquellos producidos por recompensas naturales y pueden ser mucho mas intensos

(Hyman vy col., 2006).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la cocaina responsable de producir sus efectos agudos.

Interesantemente, luego de varias exposiciones repetidas a cocaina, la activacién de las
neuronas dopaminérgicas puede darse ante la sola presentacion de las claves ambientales
previamente asociadas a la droga (Ghitza y col., 2003; Ito y col., 2002; Phillips y col., 2003;
Weiss y col., 2000) y, de manera complementaria, la omisién o la disminuciéon de la
probabilidad de recibir la recompensa provoca una pausa transitoria en la actividad de estas
neuronas (Schultz, 1998). En conclusién, el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
participa no solamente en la codificacion de los efectos gratificantes de la cocaina sino
también en la prediccidn de disponibilidad de la misma (Schultz, 2016). Adicionalmente, cabe
destacar que el sistema dopaminérgico no es el Unico afectado por el consumo repetido de
cocaina, ya que otros sistemas de neurotransmision, como el glutamatérgico y el GABAérgico,
y sistemas de neuromodulacién, como el opioide y el cannabinoide enddgeno, también
responden secundariamente al mecanismo de accidn primario de esta droga y cumplen un rol
clave en las distintas etapas del proceso adictivo (Kalivas, 2007; Kalivas y col., 2009; Mongi-

Bragato y col., 2018; Oliere y col., 2013).

El efecto de la cocaina sobre el circuito de la motivacion

Luego de exposiciones repetidas, la cocaina induce adaptaciones neuronales a largo

plazo las cuales han sido correlacionadas con diversas consecuencias a nivel conductual tales
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como la activacién motora, y cambios en la percepcidn, en la expectativa de obtencion de la
recompensay en la persistencia de las asociaciones establecidas entre estimulos contingentes
(Breiter y col., 1997; Buchta & Riegel, 2015). Esta correlacidn se debe en parte a las funciones
asociadas a las principales areas afectadas del cerebro, mas especificamente lo que se conoce
como el circuito de la motivacion. Para una mejor comprension, las areas de este circuito
pueden agruparse segun sus caracteristicas neuroanatémicas en dos subcircuitos, uno limbico
y otro motor (Figura 3). Por un lado, la Amigdala, el area ventral de la Corteza Prefrontal (CPf
ventral), el Area Tegmental Ventral (ATV), el Nicleo Accumbens Shell (NAc Shell) y el area
ventromedial del Palido Ventral integran lo que se denomina el subcircuito limbico ya que se
encargan principalmente de procesar el significado motivacional y emocional de estimulos
externos (LeDoux, 1993). Por otro lado, la subregién Core del Nucleo Accumbens (NAc Core),
la Corteza Prefrontal dorsal (CPf dorsal) y el compartimento dorsolateral del Palido Ventral
estan mas relacionados con la funcién motora y el comportamiento dirigido ya que conectan
con el sistema motor extrapiramidal a través de la Sustancia Nigra. Se debe tener en cuenta
que ambos subcircuitos estan funcional y topograficamente interconectados, de tal manera
gue permiten el flujo de informacién desde los nucleos limbicos hacia los sistemas motores
(Kalivas y col., 1993). De esta manera, el circuito de la motivacidn se encargaria de percibir y
procesar toda la informacidn asociada a los efectos de actividades bioldgicamente relevantes,
y a su vez también es responsable de permitir o bloquear la expresién de una respuesta
conductual, estableciendo la intensidad y el umbral para la misma (Le Moal & Simon, 1991).
La cocaina, al “usurpar” este circuito alterando los niveles extracelulares de los
neurotransmisores y la actividad electrofisioldgica de las areas que lo componen, produce un
desbalance en la informacién procesada y la accidon motora ejecutada, llevando a
comportamientos compulsivos y un deseo exacerbado por la droga, sobre todo después de

un consumo croénico (Nestler, 2005).
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Figura 3. Circuito de la motivacién. La figura muestra las interconexiones entre los ntcleos de los sub-circuitos
limbico y motor que estdn implicados en la produccién del comportamiento dirigido. El sub-circuito limbico esta
constituido por el Area Tegmental Ventral (ATV), la Corteza Pre-Frontal (CPf) ventral, el Pélido Ventral (PV)
medial, el Tamalo Mediodorsal (TMD), la Amigdala Basolateral (BLA) y la Amigdala Extendida Central (CEA)
formada por el Nucleo Accumbens (NAc) Shell, el Nucleo Central de la Amigdala (CN) y los Nucleos del Lecho de
la Estria Terminal en su porcion dorsolateral (BNST). Los nucleos del sistema limbico no estan conectados con el
sistema motor, para ello el NAc ha sido planteado como la interfase entre el estimulo emocional y la conducta
motora. El sistema mesocortical motor incluye proyecciones desde ATV hacia la CPf dorsal, el PV dorsolateral y
el NAc Core, en conexion reciproca con el sistema motor extrapiramidal a través de la Sustancia Nigra (SN). Este
circuito es critico para el comportamiento de busqueda de droga e influencia a la corteza motora via Neoestriado
(NE), Globo Pélido (GP) y Tdlamo Ventrolateral (TVL). Las cabezas de las flechas indican la direccion de las
proyecciones y las flechas bidireccionales indican conexiones reciprocas. Los circulos mas grandes y sus flechas
se consideran los nucleos criticos para el comportamiento de busqueda de una droga. Adaptado de McFarland y
Kalivas (2001).

La desregulacién de la actividad de las diferentes areas del circuito de la motivacion
debido al consumo de drogas de abuso se relaciona principalmente con los cambios a largo
plazo que inducen las mismas a nivel de receptores, segundos mensajeros y transportadores
de varios sistemas de neurotransmision y neuromodulacidn, y que hasta el momento son muy
dificiles de revertir (Chen y col., 2010). Por ejemplo, algunas de las adaptaciones neuronales
luego del consumo crénico de cocaina, tanto en modelos animales como en humanos, se dan
a nivel de receptores ionotrépicos y metabotrdpicos glutamatérgicos en NAc y ATV (Hemby y
col., 2005; L. Lu, Grimm, y col., 2003; Smaga y col., 2019) como asi también a nivel del
transporte, sintesis y receptores de dopamina en CPf (Grimm y col., 2002; McIntosh y col.,
2013; Volkow y col., 1993). Se ha demostrado que estos cambios duraderos inducidos por la
cocaina alteran de manera crénica el equilibrio funcional del circuito de la motivacion y
explican en gran medida los fenédmenos de sensibilizacién conductual y reinstalacion, incluso
después de un periodo de abstinencia (Chen y col., 2010; Churchill y col., 1999; Hyman vy col.,

2006; Kalivas y col., 2005; Robinson & Berridge, 2000). En este sentido, y teniendo en cuenta
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el concepto de adiccidon desde una perspectiva neurobiolégica, resulta muy interesante el
estudio de los mecanismos celulares, moleculares y neuroquimicos que ocurren en las
principales areas del circuito de la motivacion y que subyacen a los distintos procesos de
aprendizaje y a las respuestas maladaptativas asociadas a cada una de las etapas del proceso
adictivo (Korpi y col., 2015).

Como ya ha sido mencionado, las vias dopaminérgicas controlan varios aspectos del
reforzamiento, tales como la motivacion (Salamone & Correa, 2002), la saliencia incentiva
(Berridge & Robinson, 1998) y la prediccion del error o prediccion de la disponibilidad de la
droga (Schultz, 1998). Sin embargo, la experiencia inducida por un estimulo gratificante
(sensacion heddnica) no es estrictamente dependiente de dopamina, es decir, la dopamina es
necesaria pero no suficiente. Interesantemente, numerosos estudios han comprobado que la
administracion aguda de cocaina también aumenta los niveles de glutamato en NAc, CPfy ATV
(ver revisidon: D'Souza, 2015). El glutamato (4cido L-glutamico) es considerado el mayor
mediador excitatorio en el SNC de mamiferos y las modificaciones sobre su sistema tienen
gran importancia en el mantenimiento de las adaptaciones neuronales, mas especificamente
en los procesos de plasticidad neuronal asociados al aprendizaje y la memoria (Kelley, 2004;
Wolf y col., 2004). En este sentido, mientras que la adquisicion de las asociaciones
relacionadas a una droga depende de la convergencia entre la liberacion de dopamina y
glutamato, especificamente es el glutamato de NAc el que adquiere mayor relevancia en la
persistencia y expresion de conductas ya aprendidas relacionadas con la adiccidén, como la
reinstalacion (Kalivas y col., 2009; Scofield y col., 2016). De hecho, se conoce que la plasticidad
sindptica inducida en NAc depende principalmente de glutamato y no dopamina (Pennartz y
col., 1993) y que la neurotransmisién glutamatérgica modula la liberacién de dopamina
(Jedema & Moghaddam, 1994; Wu vy col., 1993), estando ambos eventos relacionados con la
hiperlocomocién y con el comportamiento de busqueda de droga (Pulvirenti y col., 1991;
Scofield y col., 2016). En conclusién, la transmisién glutamatérgica en el NAc ha sido
involucrada en el proceso de aprendizaje asociativo, la sensibilizacion comportamental y el
mantenimiento de memorias relacionadas a las drogas por su rol principal en los mecanismos

de plasticidad sinaptica.
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El rol de Nucleo Accumbens en el comportamiento de bisqueda de cocaina

El NAc, el principal nucleo del estriado ventral, recibid especial atencién luego de que
Herrick (Herrick, 1926) reportara que estaba involucrado en la locomocién y la alimentacion.
Mds tarde, Mogenson y sus col. (1980) plantearon que el NAc constituia “la interfase entre lo
limbico y lo motor”, otorgdndole un rol clave en la ejecucion de comportamientos dirigidos. A
partir de esta concepcién, numerosos trabajos profundizaron en el rol del NAc en los
comportamientos relacionados con la motivacién y su relacién anatomo-funcional con otras
areas cerebrales. Actualmente, se sigue sosteniendo que el NAc tiene un papel central en la
integraciéon de los aferentes limbicos y corticales ya que en él convergen la mayoria de los
circuitos glutamatérgicos y dopaminérgicos (Groenewegen y col., 1996). Es por este motivo
qgue el NAc ocupa un lugar importante en el estudio de los procesos de recompensa, busqueda
de droga y reforzamiento (Floresco, 2015).

Las neuronas espinosas medianas GABAérgicas (MSNs), que constituyen
aproximadamente el 90-95% del total de neuronas del NAc de rata y el 70% del NAc de
primates (el resto son interneuronas GABAérgicas y colinérgicas) (Meredith, 1999), residen en
dos subregiones anatémica y fisiolégicamente diferentes, el Core y el Shell (Heimer y col.,
1997; Zahm, 1999). Estas dos poblaciones de neuronas tienen diferentes proyecciones
aferentes y eferentes (Figura 4) y juegan roles distintos en la generaciéon de conductas
relacionadas con la recompensa, lo cual fue corroborado por estudios anatémicos,
histolégicos, neuroquimicos, electrofisioldgicos y comportamentales. En relacidon a esto, el
NAc Shell ha sido incluido en la Amigdala Extendida Central junto con el Nucleo Central de la
Amigdala y el Nucleo Ventral del Lecho de la Estria Terminal (BNSTv) (de Olmos & Heimer,
1999) y estaria involucrado en la regulacién de la motivacién y el reforzamiento (Di Chiara,
2002). Por otro lado, el NAc Core estaria mas relacionado con el estriado, tanto anatomica
como funcionalmente, y por consiguiente estaria involucrado en la integracién sensorio-
motora de la conducta y en la ejecucién de la conducta dirigida hacia un objetivo (Floresco,
2015). De esta manera, podria decirse que las propiedades emotivas o motivacionales de los
reforzadores estarian codificadas en el Shell, mientras que las propiedades motoras podrian
estar codificadas en el Core, teniendo el Shell un rol preponderante durante el desarrollo de
la adiccién, mientras que el Core mediaria la ejecucién mas a largo plazo de las conductas

relacionadas con el mantenimiento de la adiccién y la recaida (Di Chiara, 2002; Floresco, 2015;

29



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn INTRODUCCION

Ito & Hayen, 2011; Meredith y col., 2008; Scofield y col., 2016). En este mismo sentido, se
sugiere que el NAc Shell parece estar mas involucrado en la ejecucion de comportamientos
predeterminados en relacion a estimulos incondicionados, mientras que la activacion del NAc
Core esta implicada en la respuesta motora ante la presentacién de estimulos ambientales
con valor motivacional (Hollander & Carelli, 2007; Meredith y col., 2008). Finalmente, cabe
destacar que estas subregiones no son independientes entre si ya que forman parte de un
circuito en el cual fluye la informacidn desde el NAc Shell al NAc Core pasando por otras areas
(Meredith y col., 2008). Si bien existen algunos estudios que no reportan diferencias sutiles
entre las funciones de ambas subregiones, ciertos roles especificos pueden ser revelados al
emplear ensayos comportamentales mas sofisticados, monitoreo de la actividad neuronal en

tiempo real o manipulaciones de circuitos especificos (ver revision: Klawonn & Malenka,

2018).
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Figura 4. Proyecciones aferentes y eferentes del Core y el Shell del Nucleo Accumbens. mCPf= Corteza Pre-Frontal
medial, HIP= Hipocampo, Amig= Amigdala, PV= Pélido Ventral, ATV= Area Tegmental Ventral, SNpr= Substancia
Nigra pars compacta, SNpr= Substancia Nigra pars reticulata, Hyp lat= Hipotdlamo lateral. Para mayor
simplificacion fueron omitidas algunas proyecciones, como asi también las conexiones entre areas distintas al
NAc. En recuadros se resume el tipo de informacidn que procesan las principales areas cerebrales que envian
proyecciones al NAc. Adaptado de Groenewegen y Trimble (2007) y Floresco (2015).

Las aferencias excitatorias glutamatérgicas que llegan al NAc Core provienen
principalmente de la Amigdala Basolateral (BLA), Hipocampo Ventral y CPf dorsomedial (Britt

y col., 2012) e interacttan con las proyecciones dopaminérgicas provenientes de ATV, como
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asi también con otras proyecciones del Tdlamo, Hipocampo Dorsal y Corteza Insular (Scofield
y col., 2016) (Figura 4). Estas regiones procesan distintos tipos de informacion y su activacion
especifica puede llevar a distintos resultados comportamentales al interactuar con las
neuronas del NAc Core (Goto & Grace, 2008; Sesack & Grace, 2010). La interaccidn entre la
CPf dorsomedial y el NAc influye en comportamientos que requieren atencién, memoria de
trabajo y contingencia entre contextos (Cools y col., 2007; Christakou y col., 2004; Floresco y
col., 1999). La via del Hipocampo dorsal al NAc es esencial para la orientacion espacial durante
la ejecucidn de comportamientos dirigidos, para discernir entre estimulos novedosos o
asociados a un contexto y para la codificacion de la dinamica temporal de la toma de
decisiones (Mannella y col., 2013). La via BLA-NAc juega un rol muy importante en las
respuestas condicionadas de tipo emocional y en formar asociaciones entre estimulos que
predicen consecuencias gratificantes o aversivas (Floresco, 2015). Por otro lado, las
proyecciones dopaminérgicas que llegan de ATV siempre responden uniformemente
(activandose) tanto a estimulos gratificantes como aversivos (Carlezon & Thomas, 2009). En
conclusion, las proyecciones que llegan al NAc Core proveen informacién sobre el contexto
externo y sobre estados emocionales vy fisioldgicos internos, y es en esta drea en donde se
integran todas las sefiales, se interpreta la valencia o significado de los estimulos, se asigna
una representacioén interna a cada uno y se seleccionan las acciones resultantes en sinergia
con la CPf. El NAc Shell también contribuye a esta seleccion de comportamientos segun la
relevancia de los estimulos, pero lo hace de manera mas bien complementaria al rol
preponderante del NAc Core, facilitando la seleccién de varios estimulos relacionados y la
potenciacion del valor asignado (Mannella y col., 2013).

Para comprender de qué manera el NAc cumple su funcidn de integracion y seleccion
de conductas opuestas (acercamiento/evitacidon) parece necesario profundizar en la
naturaleza de los microcircuitos establecidos en el drea, en funcidn de la especificidad de las
conexiones entre sus neuronas aferentes y eferentes (desde dénde vienen y hacia dénde van).
Como se menciond mas arriba, el NAc estd conformado principalmente por las MSNs
GABAGérgicas. Al igual que el resto del estriado, dichas neuronas pueden subdividirse en dos
tipos segln sus propiedades intrinsecas y por las diferentes areas a las que proyectan (X. Y. Lu
y col., 1998; MacAskill y col., 2012). Tipicamente pueden distinguirse MSNs que expresan

receptores dopaminérgicos tipo D (receptores acoplados a proteina G inhibitoria, Gi/o), junto
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con sustancia P y dinorfina; y, por otro lado, las MSNs que expresan preferentemente
receptores dopaminérgicos tipo D1 (receptores acoplados a proteina G estimulatoria, Gs) y
encefalina (Gerfen y col., 1990). En general, estudios que usaron diferentes herramientas
genéticas y farmacoldgicas para manipular tipos especificos de células, llegaron a la conclusién
de que las MSNs-D1 estriatales regulan positivamente el comportamiento de bldsqueda de
psicoestimulantes (lo promueven), y las MSNs-D; lo hacen de manera “negativa” (lo inhiben)
(Bertran-Gonzalez y col., 2008; Bock y col., 2013; Calipariy col., 2016; Hikida y col., 2010; Lobo
y col., 2010; K. Park y col., 2013). En este sentido, se ha planteado que esta diferencia puede
estar correlacionada con las diferentes areas con las que contactan sus axones. Si bien las vias
que constituyen ambos grupos de MSNs convergen en el complejo ATV/Sustancia Nigra pars
reticulata, el cual a su vez envia proyecciones GABAérgicas al Tdlamo mediodorsal y la Corteza
Motora, las MSNs-D1 conforman una “via directa” hacia la Sustancia Nigra y las MSNs-D2 una
via “indirecta” que pasa primero por el Palido Ventral y el Nucleo Subtaldmico (Gerfen &
Surmeier, 2011; Surmeier y col., 2007). De esta manera, este modelo simplificado indica que
la activacion de la via “directa” desinhibe en ultima instancia al tdlamo por eso promueve la
busqueda de droga, al contrario de la via “indirecta” que inhibe el tdlamo y por lo tanto la
conducta. Cabe destacar que algunos estudios demuestran que este modelo resulta
parcialmente incorrecto para el NAc, ya que el NAc Core envia proyecciones mixtas de MSNs-
D1y MSNs-D; al Pélido Ventral, y algunas neuronas del Palido Ventral inervan directamente al
tdlamo (Kupchik y col., 2015; Kupchik & Kalivas, 2017; X. Y. Lu y col., 1998; Robertson & lJian,
1995). Por su lado, el NAc Shell proyecta ambos tipos de MSNs hacia el Palido Ventral y la via
continda hacia ATV. De esta manera se puede decir que las vias “directa e indirecta” del NAc
no estan determinadas en su totalidad por el tipo de MSNs que las conforman (Kupchik &
Kalivas, 2017)(ver representacion en la Figura 5). Sin embargo, resultan interesantes las
diferentes funciones conductuales atribuidas a las MSNs-D1 y las MSNs-D; del NAc que hacen
sinapsis en el Pdlido Ventral (Creed y col., 2016; Heinsbroek y col., 2017). De hecho, a los
distintos tipos de MSNs se les ha atribuido roles especificos en distintos comportamientos
relacionados con la adiccion (ver revisiones: Hikida y col., 2016; Lobo & Nestler, 2011;
Zinsmaier y col., 2021). Por ejemplo, en los trabajos de Hikida y col. (2010; 2013) se llega a la
conclusion de que las MSNs-D1 resultan criticas para distinguir entre estimulos asociados y no

asociados con una recompensa, y que las MSNs-D; resultan claves para la formacion rapida
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de memorias que permiten evitar estimulos aversivos. Por otro lado, varios trabajos revelan
que las proyecciones aferentes que llegan desde BLA, Hipocampo y CPf interacttan
diferencialmente con los distintos tipos de MSNs (Scofield y col., 2016). Por ejemplo, las MSNs-
D1 reciben sefiales excitatorias principalmente desde Amigdala Basolateral y las MSNs-D;
preferentemente desde CPf (Deroche y col., 2020). Ademas, las propiedades sindpticas de las
distintas proyecciones que llegan al NAc van variando segun la etapa del proceso adictivo
(Barrientos y col., 2018). Finalmente, vale la pena mencionar que la actividad de las MSNs no
estd determinada solamente por las proyecciones glutamatérgicas que llegan al NAc sino
también por otras células que componen el NAc, como los astrocitos, las interneuronas
colinérgicas y GABAérgicas, la microglia y los aferentes dopaminérgicos (Figura 5) (Scofield y
col., 2016). En resumen, todos los datos presentados en este parrafo indican que hay cierta
especificidad en los subcircuitos y las conexiones sindpticas que se conforman en el NAcy que

el balance dindmico entre entre las conexiones aferentes y eferentes es lo que determina el

tipo de conducta expresada.
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Figura 5. Panel izquierdo. Resumen esquematico de la conectividad de las MSNs-D1 (celeste oscuro) y las MSNs-
D2 (celeste claro) del Nucleo Accumbens (NAc), basado en el modelo propuesto por Kupchik y Kalivas (2017) en
referencia a la conceptualizacion clasica de las vias “directa” e “indirecta” que conectan al NAc con areas
encargadas del control motor. Mas detalles en el texto. Todas las células ilustradas son de tipo GABAérgicas.
PV=Palido Ventral. SNr= Sustancia Nigra pars reticulata. ATV= Area Tegmental Ventral. Panel derecho. Esquema
general de algunas de las células que componen el NAc y que regulan la actividad y la plasticidad sinaptica de las
MSNs. Adaptado de Scofield y col. (2016).

Segln un modelo propuesto por Carlezon y Thomas (2009), ante circunstancias
normales, las MSNs GABAérgicas que componen el NAc inhiben tonicamente los procesos
relacionados con la recompensa y mantienen el balance entre las proyecciones excitatorias e

inhibitorias que llegan y actian sobre sus receptores glutamatérgicos y dopaminérgicos
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ubicados en las dendritas. Se ha propuesto que el comportamiento dirigido esta regulado por
la formacion y la activacion de “ensambles” especificos entre neuronas individuales de NAc,
aferentes y eferentes, que a su vez estdn influidos por diferentes mecanismos de plasticidad
neuronal, es decir de regulacidn de la fuerza de la transmisién sindptica (Goto & Grace, 2008).
Particularmente, para esta seleccion de subcircuitos neuronales son importantes las
neuroadaptaciones duraderas que dependen no solamente de los receptores postsinapticos
dopaminérgicos D1 y Dj, sino también de los receptores glutamatérgicos ionotrépicos y
metabotrdpicos que también se expresan en las MSNs. De esta manera, estas neuronas son
activadas por las proyecciones glutamatérgicas que llegan al NAc y, al mismo tiempo, las
conexiones sindpticas de los microcircuitos especificos que se forman pueden ser reforzadas
mediante diferentes mecanismos de plasticidad dependientes de la experiencia (Kelley, 2004;
Sesack & Grace, 2010). Si bien es dificil demostrar directamente una correlacidon entre
plasticidad sinaptica y comportamiento, la evidencia neuroquimica y farmacoldgica
demuestra que, por ejemplo, las proyecciones glutamatérgicas de CPf que llegan al NAc
adquieren preponderancia a medida que el comportamiento de busqueda de cocaina va
siendo aprendido, y esto puede ser explicado por los diferentes tipos de neuroadaptaciones
inducidas por la droga (Kalivas & Volkow, 2011; Wolfy col., 2004). Es por todo esto que resulta
interesante estudiar como operan ciertos mecanismos celulares y moleculares en la seleccion
y en la plasticidad diferencial de estos circuitos.

La cocaina, luego de un consumo crénico, produce cambios estructurales y funcionales
en las sinapsis excitatorias de las MSNs de NAc al alterar la homeostasis de glutamato y
“secuestrar o usurpar” los mecanismos de plasticidad. Algunos de los mecanismos que
podemos mencionar como ejemplo son: disminucién de los niveles extracelulares de
glutamato por desregulacion en la expresidon y funcionamiento de transportadores
glutamatérgicos (Kalivas, 2009), cambios en la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas de las MSNs (Russo y col., 2010), cambios en la expresién en superficie de los
receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA) y a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole &acido
propiénico (AMPA) (Wolf & Ferrario, 2010) y cambios en la excitabilidad intrinseca de las
MSNs por alteracién de canales idénicos (X. T. Hu, 2007). De esta manera, la cocaina crénica
altera los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a los distintos tipos de plasticidad

sindptica caracteristicos de NAc, como la potenciacion y la depresion a largo plazo (LTP y LTD
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respectivamente) (Luscher & Malenka, 2011). En realidad, lo que se propone es que la cocaina
induce metaplasticidad en NAc (Kalivas & O'Brien, 2008), es decir adaptaciones en las
propiedades electrofisiolégicas o en los umbrales o las reglas para inducir otros tipos de
plasticidad y otros eventos sindpticos subsecuentes. Es de destacar la evidencia que sugiere
qgue esta metaplasticidad influye en subsecuentes comportamientos relacionados con la
droga, como la sensibilizacién conductual y la reinstalaciéon.

En conjunto, las neuroadaptaciones homeostaticas y sindpticas inducidas por una droga
a nivel del sistema glutamatérgico de NAc no solo refuerzan los comportamientos aprendidos
y las asociaciones con claves externas, sino que también incrementan el umbral de plasticidad
para otros estimulos ambientales no asociados con la droga. De esta manera, se sugiere que
el resultado conductual de las neuroadaptaciones en NAc inducidas por cocaina consiste, en
términos generales, en una transicion desde comportamientos “mas declarativos” a
comportamientos adaptativos “mds automaticos” que se dan sin mucha influencia de la
conciencia (habitos), lo cual implica una pérdida de control en la toma de decisiones pudiendo
desencadenar la recaida luego de un periodo de abstinencia (Everitt y col., 2001; Floresco,
2015). Por ultimo, se debe tener en cuenta que la complejidad de las adaptaciones neuronales
en el NAc depende del régimen de consumo de la cocaina, el tiempo de abstinencia, el tipo de
célula, su localizacion (NAc Core vs.NAc Shell) y las interacciones especificas con otras células,

0 una combinacion de todos estos factores (Zinsmaier y col., 2021).

Neurobiologia de la reinstalacion de la busqueda de cocaina inducida por
estrés

A partir del uso del footshock como estresor en varios modelos conductuales, incluidos
los de reinstalacidn, se establecid que varias areas del sistema mesocorticolimbico se activan
por el estrés, como por ejemplo los nucleos que componen la Amigdala Extendida Central, la
CPf, el ATV, el Estriado y el NAc (Deutch y col., 1991; Kreek & Koob, 1998). Los principales
sistemas de neurotransmisién que responden a la exposicién aguda a un estresor en estas
areas son el de dopamina, el de glutamato y el de noradrenalina (Baik, 2020; Popoli y col.,
2011; Vermetten & Bremner, 2002). Ademads, otros sistemas con una funcion mas
moduladora, como el de las hormonas del estrés o el de los cannabinoides enddgenos,
también forman parte de los mecanismos que se activan ante un estimulo estresante (Herman

y col., 2016; Volkow vy col., 2017). Los nucleos de la Amigdala Extendida Central, que se sabe
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que subyacen el procesamiento del significado emocional y conductual de estresores (de
Olmos & Heimer, 1999), proyectan hacia ATV neuronas que contienen a una de las principales
hormonas del estrés, el factor liberador de corticotrofina (CRF) (Rodaros y col., 2007). El
aumento de liberacidon de CRF en ATV, inducido por el estrés, cumple la funcién de coordinar
la transmision glutamatérgica y dopaminérgica en esta area (Mantsch y col., 2014; Wise &
Morales, 2010). A su vez, se ha reportado que los estimulos estresantes también incrementan
la dopamina y el glutamato en la CPf y en el NAc (Deutch & Roth, 1990; Gresch y col., 1994;
Imperato y col., 1992; Kalivas & Duffy, 1995; Moghaddam, 1993). Interesantemente, varios de
estos mecanismos parecen activarse sélo en animales con una historia previa con cocaina (B.
Wang y col., 2005; Wise & Morales, 2010). Por lo tanto, quedan establecidos dos aspectos
importantes: primero, que el estrés y la cocaina comparten sustratos neurobioldgicos a través
de los cuales el estrés puede influir en los comportamientos relacionados a la droga; vy
segundo, que la neuroplasticidad inducida por el consumo repetido de cocaina desregula la
respuesta neurobioldgica y comportamental al estrés.

Las principales hipétesis que intentan explicar el rol de estrés en la reinstalacién se
basan en las similitudes y diferencias que existen, a nivel neurobiolégico, en comparacién con
la reinstalacién inducida por otros estimulos, como una dosis desafio de la droga y claves
asociadas al consumo de la misma (Mantsch y col., 2016). En este sentido, estudios previos
reportan que la reinstalacion inducida por claves recae en las proyecciones dopaminérgicas
desde ATV hacia BLA, que sucesivamente proyecta hacia la CPf (J. McLaughlin & See, 2003);
mientras que la reinstalacién inducida por cocaina parece estar mediada por conexiones entre
ATV y CPf (McFarland & Kalivas, 2001). A diferencia de estos dos tipos de reinstalacion, la
reinstalacion inducida por estrés involucra al circuito de la Amigdala Extendida Central, que
subsecuentemente activa a la CPf dorsomedial via ATV (ver Figura 6) (McFarland y col., 2004).
Varios estudios que emplearon diferentes métodos como inactivaciéon reversible con
tetrodotoxina o agonistas GABAérgicos y antagonistas de receptores dopaminérgicos,
también establecieron que la Corteza Orbitofrontal y el Palido Ventral, como asi también el
NAc Core y el NAc Shell, cumplen un rol importante en la reinstalacién inducida por estrés
bajo diferentes paradigmas (Capriles y col., 2003; McFarland y col., 2004; Sanchez y col., 2003;
Xiy col., 2004). Ademas, cabe destacar la importancia de CRF, particularmente en ATV,BNST

y el Nucleo Central de la Amigdala, para la reinstalacién de la busqueda de cocaina inducida
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por footshock (Erb y col., 2001; Shalev y col., 2010; Vranjkovic y col., 2014; B. Wang y col.,
2005). Cabe destacar que la inactivacion de BLA y de hipocampo no tuvo efectos en la
reinstalacion inducida por estrés pero no se descarta su contribucion (Mantsch y col., 2016).
Otros procesos relacionados con las hormonas del estrés también estan implicados en este
modelo de reinstalacidon, como la plasticidad neuronal dependiente de glucocorticoides y la
regulacion en la produccion de cannabinoides endégenos (Mantsch y col., 2014; Volkow y col.,
2017). En resumen, la principal hipdtesis para explicar la reinstalacidn seria que el estrés
modula la transmisién sinaptica de las principales areas del circuito de la motivacion.
Actualmente, la investigacidon neurofarmacolégica esta haciendo foco en la interaccion entre
los sistemas de neurotransmision y los de neuromodulacién (como el cannabinoide enddgeno
y el opiode) para entender la contribucidon del estrés en la regulacién de conductas

relacionadas con las drogas.

Dopamina
Glutamato
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Figura 6. Circuito involucrado en la reinstalacidon inducida por estrés. Representacién esquematica de las
principales areas cerebrales, proyecciones neuronales y sistemas de neurotransmision involucrados en la
reinstalacion a la busqueda de cocaina inducida por un estresor, bajo los paradigmas de autoadministracién y de
CPP en roedores. ATV= Area Tegmental Ventral, dmCPf= Corteza Prefrontal dorsomedial, NAc Core= Nucleo
Accumbens Core, NAc Shell= Nucleo Accumbens Shell, PV= Pélido Ventral, COf= Corteza Orbitofrontal, CeA=
Nucleo Central de la Amigdala, BNST= Nucleos del Lecho de la Estria Terminal, BLA= Amigdala Basolateral, HIP=
hipocampo. Mas detalles en el texto. Adaptado de Mantsch y col. (2016).

Interesantemente, en los ultimos afios se ha establecido que los distintos tipos de
estimulos que pueden desencadenar la reinstalacidon de la busqueda de cocaina (y de otras
drogas) comparten una via en comun: las proyecciones glutamatérgicas que van desde CPf
dorsomedial hacia NAc Core (Kalivas, 2009). Especificamente, se ha visto que la inhibicién
farmacoldgica de la liberacién de glutamato en NAc Core, la estimulacidn de auto-receptores

inhibitorios o el bloqueo de los receptores AMPA producen la supresién de la reinstalacion
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inducida por una dosis desafio de cocaina (Baker y col., 2003; Cornish & Kalivas, 2000;
McFarland & Kalivas, 2001; McFarland y col., 2003; W. K. Park y col., 2002; Peters & Kalivas,
2006; Suto y col., 2004). Trabajos que emplearon la técnica de microdidlisis para colectar
neurotransmisores desde el fluido extracelular reportan un aumento de la concentracién de
glutamato, pero no de dopamina, en NAc Core en asociacion a la reinstalacion de busqueda
de cocaina o heroina, pero no de un reforzador natural, inducida por la exposicién a claves
asociadas a la droga (LaLumiere & Kalivas, 2008; McFarland y col., 2004; McFarland y col.,
2003). Ademas, se ha visto en algunos trabajos que la actividad neuronal de la CPf dorsomedial
y de NAc Core, pero no Shell, es requerida para la reinstalacion (Di Ciano y col., 2008; Fuchs y
col., 2007; Fuchs y col., 2004; McFarland y col., 2003). Otros estudios que emplearon métodos
mas modernos, como la optogenética que permite inhibir proyecciones especificas en el
momento deseado, también reportan la importancia del circuito CPf-NAc Core en la
reinstalacion inducida por re-exposicién a la cocaina o a claves previamente apareadas a la
misma (Ma y col., 2014; Stefanik y col., 2016; Stefanik y col., 2013). Incluso, en un estudio
similar también se reporta que la via BLA-NAc Core participa de la reinstalacion inducida por
claves (Stefanik & Kalivas, 2013). Con respecto a la reinstalacién inducida por estrés, el
esquema del circuito involucrado es mas bien especulativo ya que hasta la fecha no se
reportan estudios que empleen métodos que inhiban vias especificas, pero si podemos
encontrar evidencia neuroquimica y neurofarmacoldgica que demuestra que la transmision
glutamatérgica en CPf dorsomedial y NAc Core es crucial para este tipo de reinstalacién (ver
Figura 6). Por ejemplo, McFarland (2004) reporta que el incremento de glutamato, pero no de
dopamina, en muestras de microdializado de NAc Core, pero no de NAc Shell, fue observado
luego del footshock y, a su vez, este aumento fue bloqueado por inhibicion de la CPf
dorsomedial. En esta misma linea, bajo nuestro protocolo de CPP, resultados previos de
nuestro laboratorio demuestran que la reinstalacion inducida por un estrés de inmovilizacién
fue bloqueada por el antagonismo de los receptores glutamatérgicos NMDA de NAc Core, pero
no Shell (De Giovanni y col., 2016). En conclusién, todo parece indicar que la transmisiéon
glutamatérgica en NAc Core constituye un blanco terapéutico efectivo para prevenir la recaida
estudiada bajo diferentes paradigmas conductuales y ante diferentes estimulos

desencadenantes de la misma (Kalivas & Volkow, 2011).
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El desafio actual es encontrar herramientas terapéuticas efectivas que permitan
minimizar el impacto de distintos tipos de estrés, en conjunto con la influencia de otros
estimulos, sobre el consumo de distintos tipos de drogas de abuso y teniendo en cuenta la
variabilidad entre individuos. Particularmente, resulta interesante encontrar estrategias
farmacoldgicas que modulen la transmision glutamatérgica por algin mecanismo que no sea
directamente el agonismo o el antagonismo de receptores glutamatérgicos. Es por este
motivo que se proponen estrategias que regulen mads bien la homeostasis de glutamato en
NAc particularmente, con el objetivo de prevenir una estimulacién excesiva de los receptores

glutamatérgicos de las MSNs durante la reinstalacién.

Desregulacion de la homeostasis de glutamato en Nicleo Accumbens y
reinstalacion de la busqueda de cocaina

La homeostasis glutamatérgica involucra la modulacién de los niveles de glutamato en
el espacio extracelular, ya sea sindptico o perisindptico, mediante el balance entre sus
mecanismos de liberacidn y de eliminacién o recaptacion (Figura 7). De esta manera, dentro
del grupo de proteinas involucradas en el mantenimiento de un equilibrio dinamico de
glutamato entre el espacio intracelular y el extracelular podemos incluir a la enzima
glutaminasa encargada de su sintesis a partir de glutamina, al transportador vesicular (VGLUT)
implicado en el empaquetamiento de glutamato en vesiculas presindpticas (Takamori, 2006),
al transportador glial que intercambia una molécula de cistina extracelular por una de
glutamato intracelular, mas conocido como intercambiador cistina/glutamato o Xc-, y a los
transportadores de aminodcidos excitatorios (EAAT) presentes en astrocitos, como el
EAAT2/GLT-1 que recapta el glutamato (Danbolt, 2001; Rothstein y col.,, 1994). La co-
regulacion de estos dos ultimos tipos de transportadores extraneuronales (Xc- y GLT-1), junto
con la liberacion sindptica de glutamato, constituyen la fuente principal de glutamato
extracelular (Danbolt, 2001). Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuRs,
acoplados a proteina G estimulatoria o inhibitoria) también juegan un papel fundamental en
la homeostasis glutamatérgica. Existen 8 tipos diferentes de mGIuRs y se pueden agrupar en
tres grupos diferentes segun su estructura, homologia en la secuencia genética, propiedades
farmacoldgicas y transduccién de sefiales (Conn & Pin, 1997; Ferraguti & Shigemoto, 2006). El
Grupo | esta compuesto por los receptores mGIluR-1 y mGIluR-5, su principal efector es la

enzima fosfolipasa C (PLC) y de este modo aumentan la produccion intracelular de segundos
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mensajeros como el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). En general estos
receptores se expresan en la neurona postsinaptica y su activacion prolonga la excitabilidad
neuronal mediante la activacién de los receptores ionotrdpicos o una repolarizacion lenta
debido al aumento de calcio intracelular (Ca*?) y disminucion de la conductancia de los canales
de potasio (K*). El Grupo Il se compone de los receptores mGIuR-2 y mGIuR-3, y el Grupo Ill se
compone de los receptores mGluR-4, mGluR-6, mGIuR-7 y mGluR-8. Ambos grupos se
encuentran acoplados a proteinas G inhibitoria y son activados por glutamato no sinaptico.
De esta manera, estos receptores funcionan como auto-receptores inhibitorios ya que al
suprimir la actividad de la enzima adenilato ciclasa y la formacién de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), al aumentar la conductancia de los canales de K* y al bloquear los canales de
Ca*? dependientes de voltaje, inhiben finalmente la liberacion de glutamato desde la neurona
presindptica. Cabe destacar que los mecanismos de transmision/plasticidad sinaptica y de
homeostasis ejercen un control reciproco entre si, ya que al mismo tiempo que los receptores
ionotrépicos y los metabotrépicos pueden regular la transmision y liberacién de glutamato,
los mecanismos de control de los niveles extracelulares de glutamato (transportadores)

controlan el acceso de glutamato a dichos receptores.
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Figura 7. Homeostasis de glutamato en NAc. La liberacidn presinaptica de glutamato es regulada negativamente
por el receptor metabotrépico mGIluR-2/3, acoplado a proteina G inhibitoria. La recaptacion de glutamato, a
través del transportador glial GLT-1, limita el acceso del glutamato sinaptico al espacio perisindptico y a los
receptores metabotrépicos (mGIuR-2/3 y mGIuR-5). También se ve limitado el acceso del glutamato no sinaptico
(liberado a través de mecanismos vesiculares o no vesiculares como el intercambiador de cistina/glutamato, Xc-
) al espacio sinaptico y a los receptores ionotrdpicos. De esta manera, el glutamato extracelular, ya sea de origen
sinaptico o no sinaptico, puede modular la plasticidad sindptica y la transmision excitatoria en las sinapsis de las
MSNs. El receptor metabotrépico mGIluR-5 neuronal y el receptor ionotropico NMDA que contiene la subunidad
N2B, ubicados en la neurona postsinaptica, median los procesos de plasticidad sindptica en las MSNs del NAc. El
receptor metabotropico mGIuR-5 astroglial media la liberacién de glutamato desde astrocitos al aumentar la
concentracién de Ca*?intracelular. Las flechas sélidas negras representan la direccién de liberacién de glutamato.
Las flechas sodlidas claras representan la direccion de flujo de cationes a través de los receptores ionotrdpicos
(AMPA y NMDA). Adaptado de Kalivas (2009) y Scofield y col.(2016).

La principal hipdtesis que se propone para explicar la importancia de glutamato de NAc
Core en la recaida al consumo de cocaina se relaciona con la desregulacion de la homeostasis
de glutamato que sucede luego de la exposicidn crénica a la droga y de la abstinencia (Kalivas,
2009). Como fue mencionado anteriormente, la cocaina es capaz de inducir
neuroadaptaciones homeostdticas que persisten en el tiempo y causan un cambio en la linea
basal para la ocurrencia de otros eventos celulares o electrofisiolégicos. Por ejemplo,
numerosos trabajos reportan que luego de la administracién crénica de cocaina (contingente
y no contingente) y de un periodo de extincidn y abstinencia, se encuentran disminuidos los
niveles basales de glutamato extrasindptico en NAc (Bell y col., 2000; Hotsenpiller y col., 2001;
Pierce y col., 1996) debido a una desregulacion en la actividad del transportador glial Xc-
(Baker y col., 2003; Madayag y col., 2007; Moussawi y col., 2011) o a una disminucién en la
expresion del transportador GLT-1 (Fischer-Smith y col., 2012; Knackstedt y col., 2010;
Trantham-Davidson y col., 2012). Esta disminucidn progresiva del glutamato basal tiene como
resultado la posterior potenciacion de la sefial postsinaptica sobre las MSNs y de la
probabilidad de liberacién presinaptica de glutamato ante la administracién de una dosis de
cocaina en la reinstalaciéon, probablemente por una reduccién en el tono inhibitorio del auto-
receptor glutamatérgico mGluR-2/3 ubicado en la perisinapsis (Moran y col., 2005; Moussawi
y col.,, 2011; Xi y col., 2006). Interesantemente, tanto la reinstalacion como los eventos
celulares relacionados con una alteracién de la homeostasis glutamatérgica fueron revertidos
al reestablecer la funcidon de los transportadores y, por consiguiente, los niveles de glutamato
extracelular (Baker y col., 2003; Kau y col., 2008; Kupchik y col., 2012; Mahler y col., 2014;
Moran y col., 2005; Moussawi y col., 2011).

La desregulacidon de la homeostasis glutamatérgica inducida por la cocaina puede

derivar en un “desborde” de glutamato (conocido como spillover en inglés) en las sinapsis
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excitatorias de NAc ante la presentacidon de un estimulo que induce liberacidn sinaptica de
glutamato durante la reinstalacion (Mulholland y col., 2016). Este desborde de glutamato esta
controlado en parte por los receptores presinapticos mGluR-2/3, los cuales modulan
negativamente la probabilidad de liberacién de glutamato (Anwyl, 2009), de manera que el
agonismo de los mGluR-2/3 en NAc Core bloquea (Peters & Kalivas, 2006), y el antagonismo
potencia (Moussawi y col., 2011) la reinstalacion a la busqueda de cocaina. Por otro lado,
existen evidencias que indican que el spillover en NAc impacta sobre la activacion de los
receptores metabotropicos mGIuR-5 (Smith y col., 2017) y sobre los receptores ionotropicos
NMDA extrasindpticos (Moussawi y col., 2009). En experimentos realizados in vivo y ex vivo,
las consecuencias de la desregulacion de la homeostasis glutamatérgica y del spillover
transitorio de glutamato en NAc se reflejan en una subsecuente alteracién de la potenciacién
sindptica. Por ejemplo, se ha visto que en animales en abstinencia, la reinstalacién a la
busqueda de cocaina, heroina y nicotina se da en paralelo a una marcada potenciacién
sindptica transitoria en las MSNs de NAc Core (Gipson, Kupchik, y col., 2013; Gipson, Reissner,
y col., 2013; H. W. Sheny col., 2014; Stankeviciute y col., 2014). Esta potenciacién parece estar
relacionada con la activacién de los receptores mGluR-5 y NMDA que contiene la subunidad
N2B, ya que su activacién produce el incremento de la concentracién de Ca*? intracelular en
la postsinapsis (Anwyl, 2009; Gnegy, 2000; Yashiro & Philpot, 2008), y el uso de antagonistas
de estos receptores bloquea la reinstalacién a la busqueda de distintas drogas de abuso
(Bespalov y col., 2005; Gass y col., 2009; Gipson, Reissner, y col., 2013; Kumaresan y col., 2009;
Ma vy col., 2007; Schroeder y col., 2008; H. Shen y col., 2011; H. W. Shen y col., 2014; X. Wang
y col., 2013). Incluso, la reinstalacion a la AA de cocaina inducida por estrés (footshock) pudo
ser inhibida por la administracion de 3-2-Metil-4-thiazolil etinil piridina (MTEP), un antagonista
especifico de los mGIuR-5 (Martin-Fardon & Weiss, 2012). Resulta interesante que la
activacion de los receptores mGluR-5 no sélo tiene efectos a nivel postsinaptico como los que
acabamos de mencionar, sino también a nivel presinaptico como el bloqueo de la liberacién
de glutamato. Este efecto ha sido atribuido a la capacidad de los mGIuR-5 de inducir la
produccién de cannabinoides enddgenos que actian como mensajeros retrogrados
influyendo en la probabilidad de liberacién de glutamato desde la neurona presindptica
(Centonze y col., 2007; Li y col., 2018; Robbe y col., 2002). De esta manera, se establece que

existe una estrecha relacion entre la homeostasis glutamatérgica, el sistema de
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neuromodulacion endocannabinoide y la transmisidn excitatoria inducida por un estimulo,

como una droga o el estrés (Volkow y col., 2017).

Monitoreo in vivo de los niveles de glutamato extracelular

Una de las técnicas que ha permitido recabar mucha informacién acerca de los cambios
en los niveles de glutamato en el compartimento extracelular y acerca de la modulacién de la
homeostasis glutamatérgica en el cerebro es la microdialisis in vivo. Esta técnica, usada desde
los afios 90’ (Westerink & Justice Jr, 1991), es una herramienta util para monitorear
localmente los niveles de neurotransmisores mediante la recoleccion directa de muestras de
fluido extracelular en animales vivos y en libre movimiento, para luego separar y cuantificar
las moléculas mediante cromatografia liquida acoplada a un sistema de detecciéon especifico
y sensible (Parent y col., 2001; Torregrossa & Kalivas, 2008).

Muchos de los trabajos citados en referencia a la homeostasis de glutamato utilizaron
la técnica de microdidlisis in vivo, o alguna de sus variantes, para demostrar que luego de la
administracion crénica de cocaina (contingente y no contingente) y de un periodo de extincién
y abstinencia, se encuentran disminuidos los niveles basales de glutamato en NAc (Baker y
col., 2003; Baker y col., 2002; Bell y col., 2000; Hotsenpiller y col., 2001; Li y col., 2018;
McFarland y col., 2003; Miguens y col., 2008; Pierce y col., 1996; Xi y col., 2006). Se entiende
por niveles basales de glutamato extracelular a la concentracién en equilibrio determinada
en ausencia de estimulos discretos disparadores de la liberacidn presindptica de glutamato

III

por despolarizacion. El “glutamato basal” proviene de diversas fuentes, tales como la neurona
o las células gliales, y existen diversos mecanismos que lo modulan, tales como la liberacién
vesicular espontanea o la liberacién a través de transportadores especificos. A su vez, el
“glutamato basal” también esta regulado por la actividad de recaptadores astrogliales y
receptores metabotrdpicos presindpticos y astrogliales, es decir por todos aquellos
mecanismos que regulan la homeostasis de glutamato. El método de No Net Flux es una
variante de la técnica de microdidlisis in vivo que consiste en administrar dosis crecientes de
concentraciones conocidas de glutamato a través de la probe de microdidlisis a los fines de
determinar la concentracidén absoluta de glutamato en el medio extracelular segun el punto

de equilibro o punto cero de flujo neto entre glutamato enddgeno y glutamato exdgeno

(Chefer y col., 2009). Los niveles basales de glutamato extracelular también pueden ser
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inferidos a partir de las muestras recolectadas en condiciones basales, es decir, mientras los
animales permanecen en una caja de experimentacion antes de la aplicacién de algun
tratamiento o estimulo en particular (Baker y col., 2003; Baker y col., 2002; Hotsenpiller y col.,
2001; Liy col., 2018; McFarland y col., 2003; Miguens y col., 2008; Xi y col., 2006).

Como ya se menciond, la técnica de microdialisis in vivo también permite detectar
cambios de cardcter transitorio en los niveles de glutamato extracelular de un area cerebral
determinada, en respuesta a un estimulo particular que active las vias aferentes que llegan a
dicha area. Estos cambios normalmente se reportan en valores porcentuales con respecto a
los valores determinados inmediatamente antes del estimulo para el mismo animal, es decir
con respecto a una linea basal establecida. Por ejemplo, en uno de los trabajos de referencia
para esta tesis (McFarland y col., 2004) se toman muestras de microdialisis mientras el animal
permanece dentro de la caja de conducta operante antes y durante el test de reinstalacion
inducida por una sesién de footshock, y se observa un aumento del glutamato extracelular en
NAc Core luego de la aplicacion del estresor.

Si bien se ha discutido acerca del origen del glutamato que se recolecta en los
microdializados (si es de origen sindptico o no sinaptico, neuronal o glial) (Timmerman &
Westerink, 1997), numerosos trabajos reportan que la presentaciéon de estimulos que
disparan la busqueda de droga producen un aumento de glutamato extracelular en NAc que
es detectado en las muestras de microdialisis y que tiene un origen tipicamente neuronal
debido a que se inhibe al bloquear los canales de Na* o de Ca*? o al inactivar las dreas que
envian proyecciones hacia el NAc (Bell y col., 2000; Hotsenpiller y col., 2001; McFarland y col.,
2004; Moghaddam, 1993; Pierce y col., 1996). En otras 4reas, como ATV y la CPf, el estrés
también puede producir aumento de la liberacién presinaptica de glutamato durante la
reinstalacion, en niveles perfectamente detectables mediante la técnica de microdialisis (P.
Liuy col., 2017; Qi y col., 2009; B. Wang y col., 2005).

Los resultados arrojados por el analisis neuroquimico de las muestras de microdidlisis in
vivo acompanan a las conclusiones alcanzadas en estudios de neurofarmacologia,
electrofisiologia y optogenética que sustentan la idea de que la liberacidon de glutamato en

NAc Core es necesaria y se correlaciona con la conducta de busqueda de droga.
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EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

El sistema cannabinoide enddgeno o sistema endocannabinoide (SEC) constituye un
sistema de comunicacidn intercelular filogenéticamente antiguo, distribuyéndose a lo largo
de diferentes especies de vertebrados e invertebrados. Este sistema de sefalizaciéon, que
consiste en receptores, ligandos endégenos y las proteinas encargadas de su sintesis,
degradacion y recaptacion, se empezd a conocer con mas precision desde el afio 1988 con la
identificacion, localizacidn y clonacién de los receptores cannabinoides tipo 1 (CB1Rs) (Devane
y col., 1988; Herkenham y col., 1990; Matsuda y col., 1990). Este importante descubrimiento
surgié principalmente de la pregunta “épor qué nuestro cerebro reacciona ante el consumo
de Cannabis sativa L.?” con lo cual, gracias a la previa identificacidn del principal componente
psicoactivo de esta planta, el (-)-A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC) (Gaoni & Mechoulam,
1964; Mechoulam y col.,, 1970), fue posible el desarrollo de multiples métodos que
permitieron ampliar significativamente nuestro conocimiento acerca de los efectos de
Cannabis sativa, pero sobre todo del importante rol del SEC en los mamiferos.

Existen evidencias, a nivel preclinico y clinico, que relacionan el SEC con diversos
desdrdenes del SNC, entre ellos la adiccidn a las drogas (Skaper & Di Marzo, 2012; Sloan y col.,
2017). Incluso, varios estudios muestran concordancia entre las acciones neurofarmacoldgicas
de los cannabinoides y los psicoestimulantes, proveyendo evidencia de que los

endocannabinoides podrian jugar un rol importante en la adiccién a cocaina.

Receptores Cannabinoides

Hasta el momento, se han clonado dos tipos de receptores cannabinoides, los tipo 1y
los tipo 2 (CB1R y CB2R) (Matsuday col., 1990; Munro y col., 1993). Los CB1Rs son considerados
como los principales receptores neuronales del SEC, mientras que los CB;Rs estan localizados
preferentemente en los tejidos periféricos, en especial en el bazo y en aquellas células
asociadas al sistema inmunolégico (Klein y col., 2003). Sin embargo, este concepto un poco
simplificado ha ido cambiando a lo largo de los ultimos afios y actualmente encontramos
evidencias de que la activacion de los CB2Rs también tiene efectos centrales, en la regulacion
de la emesis, en la respuesta anti-neuroinflamatoria y en los efectos gratificantes de la cocaina

(Rom & Persidsky, 2013; Van Sickle y col., 2005; Xiy col., 2011), y que los CB1Rs también estan
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presentes en la periferia y cumplen importantes funciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas
(Kunos y col., 2009).

Particularmente los CBiRs, constituyen los receptores ligados a proteina Gi/Go mas
abundantes y mas extensamente distribuidos del cerebro de roedores y humanos (Herkenham
y col., 1991; Tsou y col., 1998; Westlake y col., 1994) y su activacion es la que da lugar a los
efectos tipicos conocidos tras el consumo de Cannabis sp. Los CB1Rs se expresan en areas del
SNC que contribuyen al control del movimiento (nucleos basales y cerebelo), cognicion y
memoria (hipocampo y corteza), procesamiento de emociones y respuestas motivacionales
(amigdala, NAc, corteza olfatoria), percepcidn dolorosa (sustancia gris central, asta dorsal de
la médula espinal), e integracion neuroenddécrina (nucleos paraventricular, arcuato,
supradptico y ventro-medial) (Herkenham y col., 1991; S. S. Hu & Mackie, 2015; Mailleux &
Vanderhaeghen, 1992; Matsuday col., 1993). De esta manera, los CB1Rs han sido involucrados
en un amplio espectro de condiciones fisioldgicas y patoldgicas, incluidos también los
procesos inflamatorios, psiquiatricos y del desarrollo del cerebro (Katona & Freund, 2012; Lutz
y col., 2015; Mechoulam & Parker, 2013). A nivel celular, se sabe que los CB1Rs se expresan en
las principales células del SNC, es decir en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia
(Araujo y col., 2019; llyasov y col., 2018; Navarrete & Araque, 2008). Los tipos de neuronas en
las que los CBiRs se expresan pueden ser aquellas que liberan glutamato, GABA,
noradrenalina, acetilcolina, CRF, dopamina, serotonina, opioides y colecistoquinina (Alger,
2002; Kano y col., 2009). El nivel de expresién de los CB1Rs puede variar segun la regién del
cerebro y segun el tipo celular. Sin embargo, una expresién abundante de este receptor no
indica necesariamente una mayor contribucion en algun proceso fisioldgico particular (Lutz,
2020). Con respecto a la localizacidon subcelular, se sabe que los CBiRs se expresan
principalmente en la membrana presinaptica, aunque también se encuentran en axones,
cuerpos celulares y dendritas (Matyas y col., 2006; Tsou y col., 1998), viéndose implicados
directa o indirectamente en la liberacidn de neurotransmisores y otros neuromoduladores
(Castilloy col., 2012). Algunos estudios electrofisiologicos sugieren que los CB1Rs pueden estar
presente en la postsinapsis, aunque mas bien a nivel intracelular (Busquets-Garcia y col.,
2018). En este sentido, se ha reportado que gran parte de los CBiRs intracelulares se
encuentran en endosomas/lisosomas debido a que estos receptores se sintetizan en el soma

y son transportados hasta su ubicacién final (Rozenfeld, 2011), ademds de que su actividad
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estd altamente regulada por un proceso continuo de internalizacién y transporte retrégrado
(Hsieh y col., 1999; Leterrier y col., 2004). Por otro lado, los CB1Rs también estan presentes en
la membrana externa de las mitocondrias de neuronas y astrocitos (pueden encontrarse en la
bibliografia como mt-CB; receptors), en donde median procesos como la respiracion celular,
la produccion de energia, el metabolismo de glucosa y la produccion de lactato (Benard y col.,
2012; Jimenez-Blasco y col., 2020). En la Figura 8 se esquematiza la localizacién celular y
subcelular de los CB1Rs.

Los CB1Rs cumplen su rol modulatorio sobre la neurotransmision a través de la inhibicion
de la adenilato ciclasa, la activacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs),
la disminucién de las corrientes de Ca*? y la modulacién de varios conductores de K* (ver
revisiones: Castillo y col., 2012; Freund y col., 2003; Kano, 2014; Ohno-Shosaku & Kano, 2014).
Esta cascada de sefalizacion desencadenada por la unién de ligandos especificos
cannabinoides, principalmente a nivel presindptico, seria la responsable de la inhibicién de la
liberacién de neurotransmisores sobre el terminal neuronal. De esta manera, la activacién de
los CB1Rs protege al sistema nervioso de la sobre-activacion o la sobre-inhibicién provocada
por los neurotransmisores. Mas especificamente, ante la activacion de los CB1Rs la proteina G
asociada se desacopla e interactua con los canales idnicos, llevando a la inhibicidn transitoria
de los canales de Ca*? (principalmente de tipo N y Q/P) y a la activacion de canales de K*
rectificadores de entrada acoplados a proteina G (por interaccién directa con las subunidades
By). En consecuencia, se suprime la exocitosis de vesiculas presinapticas, por lo cual se sefiala
qgue los CBiRs modulan la liberacion de neurotransmisores (GABA vy glutamato
principalmente). Las acciones mas lentas de los CB1Rs se deben a la inhibicion de la actividad
de la adenilato ciclasa, la consecuente reduccién de la conversién de adenosin trifosfato (ATP)
en AMPcy la inhibicién de proteinquinasa A (PKA) (Turu & Hunyady, 2010). Todo esto conduce
a una disminucion en la concentracién de mensajeros intracelulares que participan en la
transcripcion de genes y diversas funciones sinapticas. Los CB1Rs que se expresan en astrocitos
estan acoplados a proteina Gg/11 estimulatoria y su activacion conduce a la estimulacién de
la fosfolipasa C (PLC), produccién de inositol trifosfato (IP3), aumento de liberacién de Ca*?
intracelular y posterior liberacién de glutamato (Navarrete & Araque, 2008; Navarrete y col.,
2014). En la Figura 8 se esquematizan los eventos subcelulares que ocurren ante la activacion

de los CB1Rs.
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Figura 8. Representacion esquematica de la localizacion celular y subcelular de los CBiRs y su mecanismo de
accion en una sinapsis glutamatérgica. En esta figura también se incluyen los mecanismos de produccion y
degradacion de endocannabinoides. Abreviaturas y mas detalles en el texto. Adaptado de Moreira y col. (2015),
Kano y col. (2014) y Busquets-Garcia y col. (2018).

Cabe destacar que gran parte de las publicaciones en relacién al mecanismo de accién
de los CBiRs han utilizado aplicaciones exdgenas y relativamente duraderas de altas
concentraciones de agonistas. Muchos otros trabajos sugieren que los mecanismos in vivo son
mucho mas complejos y varian de una sinapsis a otra, e incluso dentro de la misma terminal
se pueden reclutar varias vias de transduccidn de sefial después de la activacion de los CB1Rs
(Chevaleyre y col., 2006).

De manera interesante, existen otros receptores que interactlan con cannabinoides
enddgenos y exogenos. Por ejemplo, el receptor vanilloide de potencial transitorio tipo 1
(TRPV-1) (Ross, 2003; Smart y col., 2000). Este receptor es un canal no selectivo de cationes,
con una mayor permeabilidad al Ca*?, que se encuentra a nivel pre y post-sinaptico, y co-

localiza con los CB1Rs en varias areas del cerebro, incluido el NAc (Cristino y col., 2006;
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Pertwee y col.,, 2010). Al activarse por endocannabinoides pueden facilitar la liberacién
presinaptica de glutamato (Marinelliy col., 2003; Musella y col., 2009) y a nivel postsinaptico
pueden participar en diferentes procesos de plasticidad sinaptica y en la inhibicién de la
sintesis de endocannabinoides (Chavez y col.,, 2010; Gibson y col., 2008). Otro ejemplo
importante de receptores activados por cannabinoides es el GPR55, un receptor acoplado a
proteina Goa3 cuya activacion eleva los niveles intracelulares de Ca*? mediante vias celulares
un poco diferentes a las involucradas en la sefalizacién de los CB1Rs (Lauckner y col., 2008).
El estudio de los GPR55 ha crecido en los Ultimos afios y ya es considerado como parte del SEC
(Ryberg y col., 2007). Algunos de los roles asignados a este receptor han sido el crecimiento
axonal, el dolor, la inflamacion y comportamientos tipo ansiedad (Cherify col., 2015; Shiy col.,
2017; Staton y col., 2008). Finalmente, cabe destacar que hay evidencia nueva de que los
cannabinoides pueden interactuar con ciertos canales controlados por ligandos o algunos
receptores nucleares (Pertwee y col., 2010), aunque aun falta mucho por investigar acerca de

su relevancia en ciertos procesos celulares y fisioldgicos del SNC.

Cannabinoides Endogenos

Posteriormente a la identificacion de los receptores cannabinoides se descubrieron los
ligandos enddgenos para los mismos, conocidos como endocannabinoides. Los mas
estudiados hasta la fecha han sido la N-araquidonil-etanolamida (anandamida) y el 2-
araquidonil-glicerol (2-AG), los cuales son responsables de la sefializacién retrograda y la
neuromodulacién endocannabinoide sobre el circuito de la motivacién, y sobre diversas areas
involucradas en la memoria, la cognicidn, la percepcidn del dolor y el control del movimiento
(Lopez-Moreno y col., 2008; Mechoulam & Parker, 2013; Mizuno & Matsuda, 2021;
Woodhams y col., 2017).

Los cannabinoides enddgenos son sintetizados a demanda en neuronas y astrocitos
actuando como mensajeros retréogrados, es decir, se liberan desde la membrana postsinaptica
para activar los receptores CB1 localizados presinapticamente. Una vez ocurrida su liberacién,
los endocannabinoides son radpidamente desactivados mediante recaptacion celular vy
metabolizacidn, principalmente por hidrdlisis enzimatica intracelular (Alger, 2002; Castillo y
col., 2012; Kano y col., 2009; Ohno-Shosaku y col., 2012). Como las vias de sintesis y de

degradacidon son diferentes para los principales endocannabinoides, a continuacién
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describiremos de forma separada y con mas detalle estos procesos metabdlicos. En la Figura
8 se esquematizan los procesos de produccién y degradacion de los endocannabinoides.

El primer endocannabinoide que se descubrié fue la anandamida, que se aislé de tejido
cerebral en 1992 (Devane y col., 1992). A lo largo de estos afos se ha demostrado que esta
molécula actla como un neurotransmisor cerebral tipico involucrado en la regulacidn de las
respuestas al estrés y el dolor, pero aun no estdn muy claros los mecanismos moleculares
exactos encargados de su metabolismo. Por un lado, se propone que la enzima fosfolipasa D
produce anandamida en un solo paso a partir del precursor N-acilfosfatidil-etanolamina
(NAPE), que por su parte se produce a partir del fosfolipido fosfatidilcolina. Otra posible via
de sintesis involucra a una fosfolipasa de tipo A/B, la enzima glicerofosfodiesterasa 1 (GDE1)
y varios pasos a partir del precursor diacil-NAPE (Okamoto y col., 2009). Sin embargo, es
posible que existan otras vias. Con respecto a la degradacién de anandamida, existe un
consenso general de que su accion es finalizada por degradacién catalitica mediada por la
amida hidrolasa de acido graso (FAAH), pero pareceria que otras proteinas aun no
identificadas también estan involucradas en este proceso (Basavarajappa, 2007). La FAAH se
expresa mayormente a nivel postsindptico (Egertovay col., 2003) mientras que las enzimas de
sintesis de la anandamida estdn mas asociadas a los axones. No esta claro si esto indica que la
anandamida actla de manera anterdgrada o que en realidad actia mas cominmente como
endovanilloide, por su rol como agonista del receptor (TRPV1) de ubicacién postsinaptica
(Sharkey y col., 2007).

Con respecto al 2-AG, fue identificado por primera vez como el endocannabinoide mas
abundante del cerebro en 1995 (Mechoulam y col.,, 1995; Sugiura y col., 1995) y sus
mecanismos de sintesis estdn mejor establecidos en comparacién con la anandamida. Hasta
la fecha, se sabe que existen tres tipos de mecanismos o condiciones que inducen su
produccidn y liberacidn, los cuales pueden ser: el aumento de la concentracion de Ca*?, la
activacién de receptores acoplados a proteina Gq/11 (asociadas a la enzima PLC), y una
combinacion de estos dos mecanismos (Kano, 2014; Ohno-Shosaku y col., 2012). En el primer
caso, como consecuencia del incremento de Ca*? (por la activacion de canales dependientes
de voltaje inducida por la despolarizacion de la neurona postsindptica) se produce el
mensajero diacilglicerol (DAG) y luego se convierte en 2-AG mediante la enzima diacilglicerol

lipasa A (DAGLa) de ubicacién postsindptica y concentrada principalmente en las espinas
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dendriticas (Katona y col.,, 2006; Ohno-Shosaku y col., 2012). En el segundo caso, los
receptores acoplados a proteina Gq/11 involucrados pueden ser los receptores
metabotrdpicos de glutamato del grupo | (mGluR-1 y mGIuR-5), los receptores muscarinicos
de acetilcolina M1 o M3, los receptores de serotonina de tipo 5-HT2, el receptor activado por
proteina PAR1 o los receptores de orexina, oxitocina y colecistoquinina. Cuando se activan
estos receptores, sin necesidad del incremento postsinaptico de Ca*?, el diacilglicerol (DAG)
se produce a partir del fosfatidilinositol bifosfato (Pl) por la enzima fosfolipasa C y luego se
convierte en 2-AG mediante la DAGLa. En el tercer caso, se da una combinacion entre un
pequefio aumento de Ca*?y la activacidn débil de algtn receptor acoplado a proteina Gg/11,
en donde ambos procesos pueden estar por debajo del umbral para desencadenar la
liberacidon de endocannabinoides. La terminacién de la sefial retrégrada de 2-AG depende en
un 80% de la degradacidn por la enzima monoacilglicerol lipasa (MGL), de expresién muy
heterogénea (Basavarajappa, 2007), y el porcentaje restante de otras enzimas como la a/B-
hidrolasa (ABHD6) (Marrs y col., 2010). Adicionalmente, se plantea la existencia de “2-AG
signalosomas” en donde los componentes que participan en la sintesis y degradacion de este
endocannabinoide se encuentran ensamblados en un complejo multi-proteina, que permite
gue actue como mensajero retrégrado en las sinapsis excitatorias del cerebro (Katona &
Freund, 2012). De hecho, aunque originalmente se pensé que el 2-AG no se almacena en las
neuronas, sino que se sintetiza a demanda tras la estimulacion, se ha planteado un modelo
alternativo que sugiere que el 2-AG esta preformado por DAGLa, agrupandose dentro de las
células y liberandose tras la estimulacion (Ohno-Shosaku & Kano, 2014).

Por su naturaleza lipidica el 2-AG y la anandamida pueden difundir a través de la
membrana. Sin embargo, algunos trabajos sugieren que esta difusién puede estar acelerada
por ciertos transportadores (aun no aislados) que funcionan de manera bi-direccional
permitiendo la liberacion de los endocannabinoides y también su ingreso para ser degradados
(Beltramo y col., 1997; Glaser y col., 2005; Hillard y col., 1997).

En los ultimos afos, dentro de la familia de endocannabinoides se ha incluido a un grupo
de ligandos peptidicos, llamados pepcanos, y a otras moléculas lipidicas, como la lipoxina y la
pregnenolona, que actian como potenciadores alostéricos o inhibidores especificos de sefial
de los CB1Rs (Morales y col., 2016). Sin embargo, aun queda mucho por explorar acerca de sus

funciones celulares y consecuencias neurofisioldgicas o comportamentales.
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Los receptores cannabinoides CB: y el comportamiento de busqueda de droga

El principal componente psicoactivo del cannabis, el A9-THC, tiene poderosas
propiedades de recompensa y reforzamiento en humanos (Hart y col., 2005). Actualmente se
sabe que estos efectos estan mediados principalmente por los CB1iRs, siendo el A9-THC un
agonista parcial de estos receptores (Justinova, Goldberg, y col., 2005). Llamativamente, el
estudio de las propiedades de recompensa y reforzamiento del AS-THC y otros cannabinoides
sintéticos en modelos animales presenta un panorama complejo (ver revisién: Panlilio &
Justinova, 2018; Vlachou & Panagis, 2014). Aunque varios estudios demostraron que el A9-
THC intravenoso no era autoadministrado por ratas o monos Rhesus pero si por monos ardilla
(Harris y col., 1974; Justinova y col., 2003; Lefever y col., 2014; Tanda y col., 2000; van Ree y
col., 1978), otros trabajos reportan que los roedores si se autoadministran cannabinoides
sintéticos (como WIN 55,212-2 y JWH-18) (De Lucay col., 2015; Fattore y col., 2001; Lefever y
col., 2014; Martellotta y col., 1998) o endocannabinoides (como el 2-AG y la anandamida) (De
Luca y col., 2014; Justinova, Solinas, y col., 2005), o que los animales se autoadministran A9-
THC si éste es infundido directamente en ATV o en NAc (Zangen y col., 2006). Usando el
paradigma del CPP, se informa que A9-THC u otros agonistas de los CB1Rs pueden inducir CPP,
CPA o ningun efecto (Braida y col., 2001; Chaperon y col., 1998; Cheer y col., 2000; Lepore y
col., 1995; Mallet & Beninger, 1998; Scherma y col., 2008; Valjent & Maldonado, 2000). Todas
estas discrepancias han sido ampliamente discutidas y se ha llegado a la conclusién de que
estos compuestos producen efectos bifasicos que dependen de factores farmacocinéticos y
experimentales (Panagis y col., 2014; Solinas y col., 2007; Vlachou & Panagis, 2014). En varios
de estos trabajos citados se logrd revertir los efectos de los cannabinoides mediante el
tratamiento conjunto con antagonistas de los CB1Rs. Todas estas observaciones llevaron a
profundizar el estudio del rol de los CB1Rs en la regulacion de los aspectos motivacionales del
comportamiento dirigido, ya sea para buscar alimento, distintos tipos de drogas de abuso,
recompensas sociales y sexuales, o para evitar estimulos aversivos o de valencia negativa
(Androvicova y col., 2017; Jager & Witkamp, 2014; Panagis y col., 2014).

Conrespecto al rol del SEC en los mecanismos que subyacen a la adiccion de otras drogas
de abuso diferentes a la marihuana, ha sido demostrado que los CB1Rs participan en los
efectos motivacionales y en la reinstalacion de drogas como el alcohol, la nicotina y los

opioides (ver revisiones: Lopez-Moreno y col., 2008; Parsons & Hurd, 2015; Solinas y col.,
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2007). Con respecto a la participacion del SEC en las propiedades motivacionales de la cocaina,
se han encontrado resultados inconsistentes dado que algunos trabajos reportan que no
existe una variacidon significativa en los niveles de endocannabinoides en el sistema
mesocorticolimbico durante la expresion de la conducta de AA de cocaina (Caille y col., 2007)
y que tampoco se ve afectado el desarrollo o la expresiéon del CPP a cocaina ni de la AA en
ratones knock-out para los CB1Rs (Cossu y col., 2001; M. Martin y col., 2000). Adicionalmente,
el bloqueo de los CB1Rs con antagonistas no interfirié con la adquisicidon de la AA de cocaina
en ratones, ratas o monos (De Vries y col., 2001; Filip y col., 2006; Lesscher y col., 2005; Tanda
y col., 2000). En contraste con estos trabajos, algunos estudios demuestran que el bloqueo de
los CB1Rs mediante el antagonista/agonista inverso, SR141716A o Rimonabant, fue capaz de:
1) inhibir la adquisicién del CPP asociado a cocaina en ratones (Yu y col., 2011), 2) reducir la
motivacion por la AA de cocaina en ratones entrenados bajo un esquema de radio progresivo
(Soriay col., 2005), 3) reducir la motivacion por la AA de cocaina si se administra directamente
en el NAc de ratas con una historia previa de exposicién prolongada a la droga (Orio y col.,
2009), y 4) suprimir la liberacion de dopamina en NAc asociada a la busqueda de cocaina
(Cheer y col., 2007). Ademas, la administracion no contingente de cocaina produce un leve
pero significativo aumento de 2-AG en regiones limbicas incluido el NAc (Gonzalez y col., 2002)
y luego de la extincién de la AA de cocaina se encuentran alterados los niveles de algunos
endocannabinoides y de los CBiRs en el NAc (Adamczyk, Faron-Gorecka, y col., 2012;
Bystrowska y col., 2014). A pesar de las discrepancias encontradas hasta la fecha, se afirma
que los CB1Rs tienen una influencia ‘modesta’ sobre el consumo de cocaina, ya que no
cumplen un rol relevante en los efectos reforzantes primarios de esta droga, pero si parecen
estar involucrados en los efectos motivacionales (Parsons & Hurd, 2015; Solinas y col., 2007).

Los CB1Rs estarian jugando un rol mas importante en los procesos relacionados con
cambios adaptativos a largo plazo inducidos por la cocaina, como la reinstalacion (Fattore y
col., 2007; Panagis y col., 2014; Wiskerke y col., 2008). La primera evidencia de la participacion
de los CB1iRs en la reinstalacién de busqueda de droga, en animales que extinguieron la
conducta de AA de cocaina, fue dada por De Vries y col. (2001), en cuyo estudio se demostré
que SR141716A fue capaz de bloquear la reinstalacion de la conducta de AA de cocaina
inducida por una inyeccion desafio de cocaina y claves apareadas a la droga.

Complementariamente, el agonista de los CB1Rs, HU-210, generé una precipitada recaida de
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la busqueda de cocaina. Ademas, ha sido reportado que la administracion sistémica y la
microinfusion en NAc de AM251, un potente antagonista selectivo de los CB1Rs (Lan y col.,
1999), también es capaz de inhibir la reinstalacién de la conducta de AA de cocaina inducida
por una re-exposicion a la misma (Xiy col., 2006).

El modelo planteado para entender el rol de los CBiRs en el comportamiento de
busqueda de droga hace foco en su capacidad para modular la actividad de las neuronas
dopaminérgicas de ATV o de las MSNs del NAc al controlar la liberacién de glutamato y GABA
en las sinapsis con dichas neuronas. Por ejemplo, el bloqueo de los CB1Rs en ATV reduce el
comportamiento de busqueda de droga y el incremento de 2-AG lo induce (Oleson y col.,
2012). Normalmente, los endocannabinoides que se liberan desde Ilas neuronas
dopaminérgicas de ATV actuan de manera retrégrada sobre los CBiRs ubicados en las
terminales glutamatérgicas y GABAérgicas que llegan desde el Palido Ventral o NAc Shell, y
controlan la liberacién presindptica de GABA y glutamato (Lecca y col., 2012; Marinelli y col.,
2007; Riegel & Lupica, 2004). Al bloquear localmente los CB1Rs de las terminales GABAérgicas
de ATV, incrementa el tono inhibitorio de GABA sobre las neuronas dopaminérgicas aferentes,
se reduce el disparo de estas ultimas y, por lo tanto, disminuye la liberacién de dopamina en
NAc (Alvarez-Jaimes y col., 2008). Por otro lado, el SEC puede modular la actividad de las
proyecciones glutamatérgicas que llegan al NAc a través de los endocannabinoides que son
liberados desde las MSNs y que interactuan de manera retrégrada con los CB1Rs presentes en
las terminales axdnicas (Hoffman & Lupica, 2001; Robbe y col., 2001; Robbe y col., 2003). A su
vez, la modulacién de la transmisidn sinaptica de las proyecciones aferentes controla la
probabilidad de disparo de las MSNs que proyectan a otras areas motoras. En resumen, el SEC
puede alterar el balance entre las aferencias glutamatérgicas, GABAérgicas y dopaminérgicas
que regulan la actividad de las MSNs. El modelo propuesto sugiere que la produccion de
endocannabinoides y la activacidon de los CB1Rs presentes en las terminales glutamatérgicas
de NAc resulta en una reduccion diferencial de la actividad de las MSNs-D; vs.MSNs-D1, lo cual
conduce mas bien a la expresidn de un comportamiento de acercamiento hacia un estimulo
apetitivo (Parsons & Hurd, 2015). Los CB1Rs al estar expresados también en las interneuronas
del NAc, que interactian directamente con las MSNs (Winters y col.,, 2012), ejercen una

influencia importante en la sincronizacion de la actividad de las vias aferentes y eferentes.
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Los receptores cannabinoides CB; y la reinstalacion inducida por estrés

La participacidn de los CB1Rs en la reinstalacion inducida por la exposicidn a estresores
ha recibido menos atencién que la inducida por la droga o por claves, y los resultados resultan
controversiales ya que algunos trabajos sugieren que la sefalizacién endocannabinoide no
estaria involucrada en la reinstalacion de psicoestimulantes inducida por estrés (De Vries y
col., 2001; Filip y col.,, 2006; Wiskerke y col., 2008). Sin embargo, otros estudios han
demostrado que un pre-tratamiento con AM251 administrado por via sistémica o localmente
en ATV bloqueé la reinstalacion del CPP a cocaina inducida por la exposicion al estrés por nado
forzado o a una inmovilizacién de 30 min (Tung y col., 2016; Vaughn y col., 2012). Las
divergencias en los resultados pueden deberse al uso de diferentes especies, test para evaluar
reinstalacion, modelos de estrés y distintas drogas y dosis, lo cual implica que resulta
necesario ampliar la evidencia respecto a la capacidad de de los ligandos CB1R para modificar
la reinstalacion de la preferencia condicionada a un lugar.

Existen numerosos indicios de que los CB1Rs podrian ser un blanco interesante para
prevenir la recaida inducida por estrés. Por un lado, esta bien establecido que el SEC estd
involucrado en la modulacién del estrés y la ansiedad. En particular, los CB1Rs estdn implicados
en la modulacién de la secrecién de glucocorticoides y CRF (en CPf, nlcleos amigdalinos e
hipocampo) y de la actividad del eje HHA (Barnay col., 2004; Cota, 2008; Hill & McEwen, 2010;
Patel y col., 2004; Wade y col., 2006). Al mismo tiempo, existe abundante evidencia de que el
estrés altera reciprocamente al SEC en multiples regiones del circuito de la motivacién
(Gorzalka y col., 2008; Hill & McEwen, 2010; Hillard, 2014; Rademacher y col., 2008). Mas
especificamente, la exposicion aguda o crdénica al estrés altera la expresion de los CBiRs y la
produccién de 2-AG y anandamida, con participacién de CRF o corticosterona segun el area
(la direccién de estos cambios también varia segun el area) (Diy col., 2016; Hill & McEwen,
2010; Patel & Hillard, 2008; Rademacher y col., 2008). Incluso en estudios en humanos se ha
demostrado una alteracién en los niveles de CB1R y anandamida en relacién con eventos
estresantes pasados (Neumeister y col., 2013), y un aumento rdpido del 2-AG en circulacién
luego de estrés social (Hill y col., 2009). Por otro lado, cabe destacar otros dos puntos
relevantes: 1) que el SEC juega un papel muy importante en los procesos de memoria y
aprendizaje asociativo (Marsicano & Lafenetre, 2009), y 2) que la exposicién crénica a cocaina

induce neuroadaptaciones en el SEC (Parsons & Hurd, 2015). Todo esto sugiere que una
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desregulacion en la actividad del SEC, inducida por el consumo de cocaina, puede contribuir a
aumentar la sensibilidad a memorias relacionadas con la droga, al estrés y a estados de animo

negativo que impacten en la probabilidad de recaer (Volkow y col., 2017).

Los receptores cannabinoides CBi, plasticidad sindptica y homeostasis de
glutamato

Los endocannabinoides pueden generar cambios a corto y largo plazo en las sinapsis
inhibitorias y excitatorias por medio de su accidn retrégrada. Por un lado, en experimentos in
vitro o ex vivo de electrofisiologia, los endocannabinoides pueden generar lo que se denomina
depresion a corto plazo inducida por endocannabinoides (ecb-STD, por sus siglas en ingles
short-term depression), y por otro, depresion a largo plazo inducida por endocannabinoides
(ecb-LTD, long-term depression) (Chevaleyre y col., 2006; Heifets & Castillo, 2009; Kano y col.,
2009; Lovinger, 2008). Dentro de la ecb-STD podemos incluir a todos aquellos procesos que
involucran la produccién de endocannabinoides, ya sea por una despolarizacién de la neurona
postsindptica o por ciertos patrones de estimulacién presindptica, y que son capaces de causar
una supresion sinaptica de caracter transitorio. Especificamente, la liberacién de 2-AG
inducida por un aumento de Ca*? intracelular, que se da por la despolarizacién de la neurona
postsindptica, puede dar lugar a dos tipos de ecb-STD que se conocen como DSI y DSE
(supresion de la inhibicion inducida por despolarizacién y supresion de la excitacion inducida
por despolarizacién) en sinapsis inhibitorias o excitatorias, respectivamente (Diana & Marty,
2004). Esto sucede porque la activacion de los CBiRs por unos pocos segundos bloquea los
canales de Ca*? dependientes de voltaje lo cual inhibe la liberacién presinaptica de glutamato
o GABA (S. P. Brown, Brenowitz, y col., 2003; Kreitzer & Regehr, 2001; Ohno-Shosaku y col.,
2001; Wilson & Nicoll, 2001). Como mencionamos anteriormente, los endocannabinoides
también participan en lo que se conoce como “supresién de la neurotransmision facilitada por
receptores mGIuR”, en donde el mecanismo de sintesis de 2-AG es independiente del
aumento de Ca*?intracelular y puede desencadenarse por el spillover de glutamato que afecta
a receptores metabotrdpicos perisindpticos, permitiendo que 2-AG se libere y suprima la
transmisidon presinaptica (Maejima y col., 2001). Estas serian las formas mas fisioldgicas de
inducir eCB-STD, en donde la actividad sindptica marcada o el glutamato liberado de las
terminales presindpticas excitatorias (en una cantidad suficiente para inducir la activacion de

mMGIluRs) lleva a la supresion de la liberacion de glutamato o GABA a través de los mecanismos
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descriptos. Como puede notarse, los mecanismos de plasticidad a corto plazo estan mediados
principalmente por 2-AG y persisten por un minuto o menos, y fueron observados en varias
areas relevantes para la adiccién, como el ATV, la BLA, el Hipocampo, la Sustancia Nigra y la
Corteza (Sidhpura & Parsons, 2011). La ecb-LTD a su vez, tiene las siguientes particularidades:
1) involucra a la adenilato ciclasa y la via de AMPc/PKA, 2) involucra la activacion de receptores
postsindpticos glutamatérgicos AMPA y mGluRs, 3) puede estar mediada tanto por 2-AG como
por anandamida, 4) puede durar horas o semanas, 5) es particularmente importante en los
procesos de memoria y aprendizaje, y 6) se ha podido inducir tanto en sinapsis inhibitorias
como excitatorias de preparados in vitro de NAc, estriado, hipocampo, ATV, CPf y amigdala
(Chevaleyre & Castillo, 2003; Chevaleyre y col., 2006; Gerdeman y col., 2002; Heifets &
Castillo, 2009; Robbe y col.,, 2002; Sidhpura & Parsons, 2011). En resumen, las
neuroadaptaciones dependientes de endocannabinoides son procesos muy complejos
dependientes de la actividad y finamente regulados, en los cuales participan tanto la
despolarizacién postsinaptica como el input presindptico para modelar la fuerza de la
transmisidn sindptica. Todos estos tipos de plasticidad mediada por los CB1Rs dan una idea de
su relevancia en la persistencia de memorias relacionadas con las drogas.

Ciertas evidencias indican que los CB1Rs ejercen una accidn tdnica sobre la liberacién de
los neurotransmisores, ya que su bloqueo incrementa la transmisién sindptica basal en
distintas areas (Castillo y col., 2012). Un trabajo sugiere que la activacion de los CB1Rs reduce
la recaptacién de glutamato al afectar la funcién de los transportadores (T. M. Brown,
Brotchie, y col., 2003). Todo esto nos indica que una alteracién en la expresion y funcion de
los CB1Rs podria tener consecuencias sobre los niveles extracelulares de glutamato, y que por
lo tanto podria ser un factor clave en la modulacion de la homeostasis de glutamato. En este
sentido, se puede volver a mencionar dos hechos que podrian estar directa o indirectamente
relacionados: 1) el tratamiento prolongado con cocaina altera significativamente el
funcionamiento de varios mecanismos responsables de mantener la homeostasis de
glutamato en NAc (Kalivas, 2009), y 2) luego de la extincién de la autoadministracion de
cocaina se encuentran alterados los niveles de endocannabinoides y CB1Rs en el NAc
(Adamczyk, Faron-Gorecka, y col., 2012; Bystrowska y col., 2014). Debido a que la mayoria de
los trabajos que analizan la relaciéon CB1R-glutamato fueron realizados in vitro o ex vivo, resulta

interesante explorar si la manipulacién farmacolégica de los CB1Rs influye en la homeostasis
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de glutamato en un modelo in vivo de ratas con una historia previa con cocaina. En linea con
esto, al emplear la técnica de microdialisis in vivo para recolectar glutamato extracelular en
NAc al mismo tiempo que se administra el antagonista de los CB1Rs, SR141716A, de manera
localizada, se ha reportado un aumento de los niveles basales de glutamato (Liy col., 2018).

Actualmente uno de los farmacos mas prometedores para evitar la recaida, es la N-
acetilcisteina, cuyo mecanismo de accion consiste en restaurar la funcién del intercambiador
cistina/glutamato lo cual resulta en el aumento de la concentracion extracelular de glutamato
en NAgc, el restablecimiento de la actividad de los receptores metabotrépicos presindpticos
mGIuR-2/3 y la disminucion de la probabilidad de liberacidn de glutamato sinaptico frente a
una dosis aguda de cocaina (Kupchik y col., 2012; Moran y col., 2005; Moussawi y col., 2009).
Recientemente, Garcia-Keller y col. (2020) mostraron que un tratamiento con N-acetilcisteina
también puede prevenir la reinstalacién a la busqueda de cocaina inducida por la exposicidon
a un olor asociado a un estresor. Es importante destacar que la N-acetilcisteina es un farmaco
con propiedades mucoliticas, anti-inflamatorias y antioxidantes, y que en estudios clinicos
logré disminuir la reactividad a claves asociadas a cocaina en personas con una historia previa
de consumo de esta droga (Duailibi y col., 2017; LaRowe y col., 2007; Nocito Echevarria y col.,
2017). La ceftriaxona (antibiotico betalactdmico) y el modafinilo (tratamiento de la
narcolepsia), cuyos mecanismos de accidon impactan sobre los niveles de glutamato
extracelular de NAc, también fueron propuestos como tratamientos para prevenir la recaida
al consumo de cocaina debido a los resultados favorables obtenidos en estudios clinicos (A. L.
Anderson y col., 2009; Dackis y col., 2005; Hart y col., 2008; Roberts-Wolfe & Kalivas, 2015) y
preclinicos (Knackstedt y col., 2010; LaCrosse y col., 2016; Mahler y col., 2014; Trantham-
Davidson y col., 2012).

El interés por el desarrollo de cannabinoides sintéticos que actuen como agonistas o
antagonistas selectivos se ha incrementado en los Ultimos afios debido al rol de los receptores
cannabinoides como moduladores de la actividad de varias areas del cerebro. Conforme a esta
idea, estudios genéticos en humanos sugieren que los polimorfismos encontrados en los
genes que codifican para los CB1Rsy para la enzima FAAH, responsable de la degradacién de
los endocannabinoides, estan asociados con un patréon comportamental compulsivo de
consumo de drogas (Comings y col.,, 1997; Sipe y col., 2002; Vasileiou y col., 2013). Los

antagonistas de los CB1Rs representan una nueva generacién de compuestos para tratar una
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gran variedad de procesos adictivos (Le Foll & Goldberg, 2005). En este sentido, se observé
que el bloqueo de los CB1Rs con el antagonista Rimonabant/SR141716A (comercializado por
Sanofi Aventis como Acomplia®) provocaba la disminucién del apetito y el consumo de
comida, por lo cual habia sido considerado para tratar la obesidad. También se lo empled para
tratar el tabaquismo ya que facilitaba la abstinencia y reducia el aumento de peso asociado a
la misma (Cleland y col., 2004; Fagerstrom & Balfour, 2006). Aunque este farmaco se utilizd
en Europa hasta el afio 2008, la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos se
negd a aprobar al Rimonabant para el tratamiento del tabaquismo y el sobrepeso debido a
que podria tener efectos secundarios relacionados con la ansiedad y el estado de animo
(Christensen y col., 2007). Conjuntamente se discontinud con las pruebas clinicas (fase Ill) de
Tarabant (MK-0364) y Otenabant (CP-945,598) para el tratamiento de la obesidad, y con las
pruebas de Surinabant (SR147778) para el tratamiento del tabaquismo, debido a su relacién
costo/beneficio (Any col., 2020). Al menos para el tratamiento de la obesidad, nuevas pruebas
clinicas se estdn realizando para probar la eficacia de nuevos ligandos dirigidos a CB1iRs
ubicados en la periferia (higado, pancreas enddécrino, adipocitos y células musculares). Para el
caso de afecciones del SNC, varias pruebas preclinicas sugieren que los antagonistas neutros
pueden ser mas efectivos y seguros (Janero & Makriyannis, 2009). A pesar de que ningun
antagonista/agonista inverso selectivo para los CB1Rs se encuentra actualmente en la etapa
de pruebas clinicas, los mismos siguen siendo muy usados para entender el rol de los CB1Rs
en diferentes desérdenes y se cree que el estudio de sus propiedades particulares (accién
farmacoldgica y propiedades farmacocinéticas) representa un camino prometedor en la
medicina traslacional.

En resumen, las evidencias expuestas soportan la hipétesis de que el NAc Core tiene un
rol crucial en la regulacién del comportamiento asociado con la recaida. En su revisién, Kalivas
(2009) propone que el bloqueo de la transmisidn glutamatérgica entre CPf dorsomedial y NAc
Core interrumpe el procesamiento de la informacion en el circuito cortico-estriado-talamico,
disminuyendo la habilidad de los adictos para regular los comportamientos relacionados con
la busqueda de droga. Una mayor compresion de los factores que contribuyen a la
precipitacion de la recaida y de cudles son los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a su
influencia sobre el comportamiento de busqueda de droga contribuye al desarrollo de

estrategias terapéuticas para el tratamiento de la adiccidn a cocaina, en particular bajo las
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experiencias estresantes de la vida las cuales son inevitables e incontrolables para cualquier
persona.

En sintesis, considerando que: 1) la exposicidén a un estresor produce cambios en la
transmisidn glutamatérgica y en el sistema endocannabinoide en las areas claves del circuito
de la motivacion, 2) la reincidencia a la busqueda de droga es disminuida por manipulacion
farmacoldgica de los CBiRs y por el restablecimiento de la homeostasis glutamatérgica en NAc,
y que 3) actualmente no se cuenta con estudios in vivo que analicen la interaccién CB1R-
glutamato en NAc en un modelo de reinstalacién inducida por estrés, en el presente trabajo
de tesis se ha examinado cémo los niveles de glutamato en NAc son modificados por la
exposicién aguda a un estresor y por la exposicion a un contexto motivacionalmente
relevante, de manera tal que se induce una facilitacion de la reinstalacion a la busqueda de
cocaina y como los receptores cannabinoides CB; participan en la modulacion de este

fendmeno.
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HIPOTESIS

Los receptores cannabinoides CB1 (CB1Rs) localizados en el Nucleo Accumbens
(NAc) Core, pero no en NAc Shell, participan en la reinstalacién de la conducta de
preferencia condicionada (CPP) a cocaina inducida por la exposiciéon a estrés por
inmovilizacién, a través de su efecto modulador sobre la homeostasis de glutamato en
dicha area cerebral. Especificamente, la activacién de los CB1Rs potencia los efectos del
estrés para inducir la reinstalacién de la conducta de CPP a través de la facilitacidn de la
liberacidn de glutamato in vivo en NAc Core, mientras que el antagonismo de los CB1Rs
evita la reinstalacién al suprimir el aumento de glutamato extracelular inducido por
estrés.

Nuestra hipotesis estd respaldada por las siguientes evidencias: 1) los diferentes
estimulos desencadenantes de la reinstalacién reclutan circuitos neuronales distintos
para mediar la conducta de busqueda pero todos convergen en una via final comdn que
involucra a las proyecciones glutamatérgicas que van desde la Corteza Prefrontal (CPf)
al NAc Core (Knackstedt y col., 2010; McFarland y col., 2004; McFarland y col., 2003;
Stefanik y col., 2016; Stefanik y col., 2013); 2) una desregulacién de la homeostasis de
glutamato en NAc Core ha sido identificada luego de la administracion repetida de
cocaina (Baker y col., 2003; Bell y col., 2000; Hotsenpiller y col., 2001) o la aplicacion de
un estresor (Garcia-Keller y col., 2013) y la reinstalacién a la busqueda de cocaina puede
ser revertida al reestablecer la homeostasis de glutamato en dicha area (Kalivas, 2009;
Knackstedt y col., 2010; Kupchik y col., 2012; Moran y col., 2005; Moussawi y col., 2011;
Zhangy col., 2021); 3) existe una densidad relativamente alta de CB1Rs en las terminales
glutamatérgicas de NAc (Herkenham y col., 1991; Katona y col., 2006; Mackie, 2005;
Pickel y col., 2004); 4) la activacidn de los CB1Rs modula la liberacion de glutamato en
NAc (Hoffman & Lupica, 2001; Robbe y col.,, 2001; Robbe y col., 2003); 5) la
administracion sistémica del antagonista de los CB1Rs AM251 suprime el aumento de
glutamato extracelular en NAc inducido por una dosis desafio de cocaina (Xiy col., 2006);
6) tanto la administracion sistémica de AM251 como la infusion local en NAc de otro
antagonista de los CB1Rs producen un aumento en los niveles basales de glutamato en

NAc (Li y col., 2018; Xi y col.,, 2006); 7) tanto el sistema de neurotransmision
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glutamatérgica como el sistema endocannabinoide median el proceso de evocacion de
la informacion aprendida relacionada con la droga (De Vries & Schoffelmeer, 2005); y 8)
resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que los receptores
glutamatérgicos NMDA en NAc Core, y no Shell, participan de la reinstalacién de la
preferencia condicionada inducida por estrés (De Giovanni y col., 2016). Toda esta
evidencia sugiere que los receptores cannabinoides CB1 tendrian una estrecha relaciéon
funcional con el sistema glutamatérgico en NAc Core para mediar el comportamiento de
busqueda de droga bajo nuestro protocolo experimental. Nuestro modelo de
reinstalacion del CPP inducida por estrés representa una plataforma interesante para
evaluar el rol de los CB1Rs en la modulacién in vivo de los niveles de glutamato
extracelular al mismo tiempo que son influenciados por estimulos externos, como el

estrés y el contexto, en ausencia de los efectos de la droga.

OBIJETIVO GENERAL

En la presente tesis doctoral se planteé como objetivo general evaluar
farmacoldgicamente la participacion de los CB1Rs, administrando un antagonista o un
agonista de tales receptores directamente en NAc Core o en NAc Shell, en Ia
reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina inducida por la exposicién aguda
a estrés por inmovilizacién y la influencia de dicha manipulacién farmacoldgica sobre los
niveles extracelulares de glutamato en las areas mencionadas, determinados a partir de

muestras colectadas a través de la técnica de microdialisis in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar la influencia de la administracion de AM251, un antagonista de los
receptores CB;, o de ACEA, un agonista CB;, en NAc Core o en NAc Shell, en la
reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina inducida por estrés.

Evidencias previas de nuestro laboratorio (De Giovanni y col., 2016) demuestran
gue una sesién de 30, pero no de 15, min de estrés por inmovilizacién es capaz de inducir
la reinstalaciéon de la preferencia condicionada a cocaina que previamente fue

extinguida. Con la utilizacion de este modelo y de la técnica de microinyeccién
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localizada, previa implantacién de canulas guia mediante cirugia estereotaxica, también
se demostré en nuestro laboratorio que cuando un antagonista de los receptores
glutamatérgicos NMDA fue directamente administrado en NAc Core, pero no cuando
fue administrado en NAc Shell, la reinstalacion del CPP luego del estrés fue bloqueada
(De Giovanni y col., 2016). Mediante este mismo protocolo y de la misma manera,
también fue demostrada la participacidn de los receptores mGIuR-5y mGluR-2/3 de NAc
Core (Tesis De Giovanni, 2016). Con respecto a las evidencias previas que demuestran
que el antagonista/agonista inverso especifico de los CBiRs, AM251(Lan y col., 1999),
puede bloquear la reinstalacion a la busqueda de cocaina inducida por estrés,
encontramos dos estudios cuyos modelos también estan adaptados al paradigma de
CPP (Tung y col., 2016; Vaughn y col.,, 2012). Ninguno de estos estudios evallia
especificamente el rol del NAc. El Unico trabajo que realiza una microinyeccién de
AM251 en NAc es el de Xi y col. (2006), en el cual se muestra que la reinstalacién a la AA
de cocaina, inducida por la inyeccion de una dosis desafio de la droga, es bloqueada
luego de la administracidon del antagonista. Sin embargo, en este ultimo trabajo no se
hace una distincion entre las dos subregiones del NAc. De esta manera, hasta la fecha
ningun trabajo ha reportado la participacién diferencial de los CB1Rs en las subregiones
Core y Shell del NAc en la reinstalacion a la busqueda de cocaina inducida por estrés.

Teniendo en cuenta los antecedentes de nuestro y otros laboratorios, en el
presente trabajo se evaluardn los efectos de la microinyeccién local (bilateral, 0,5 pul por
hemisferio) de AM251 en NAc Core o en NAc Shell, administrada unos min antes de
exponer a los animales a una sesién de 30 min de estrés por inmovilizacion para evaluar
inmediatamente después la reinstalacién de la conducta de preferencia condicionada a
cocaina durante un test.

De manera complementaria y para evaluar el efecto conductual resultante luego
de la activacién de los CBiRs, se evaluaran los efectos de la microinyeccion local
(bilateral, 0,5 pl por hemisferio) de ACEA, un agonista especifico de los CBiRs,
administrada en NAc Core o en NAc Shell unos min antes de exponer a los animales a
una sesién de 15 min de estrés por inmovilizacién la cual no induce reinstalacion per se
del CPP (De Giovanni y col., 2016) y que se hipotetiza que puede ser potenciada por
ACEA.
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El uso del agonista ACEA se limita y resulta efectivo como antidepresivo,
neuroprotector y para estudiar procesos neuroinflamatorios y de memoria a largo plazo,
entre otros, sin evidencias acumuladas en el drea de investigacion de comportamientos
adictivos (An vy col., 2020). El ACEA posee gran afinidad y especificidad por los CB1Rs (es
uno de los agonistas mas potentes) (Hillard y col., 1999), sin embargo para descartar una
posible acciéon sobre otros receptores, como los CB;R o los TRPV-1, se disefid un
experimento de doble microinyeccién (o co-infusidn) de los ligandos cannabinoides,
AM251 y ACEA, para evaluar que los efectos conductuales observados se dan

especificamente por la accién de los CB1Rs.

“;z

Il. Determinar “in vivo” los cambios en los niveles de glutamato extracelular de NAc
Core en relacion a la conducta de preferencia condicionada por el contexto asociado a
cocaina, evaluada bajo nuestro protocolo de reinstalacién inducida por estrés.

Con la idea de explorar los cambios en los niveles de glutamato extracelular en
respuesta al tratamiento farmacolégico con los ligandos para CB1R, surgié primero la
necesidad de explorar si la conducta de CPP tenia un correlato con los cambios
detectables en el andlisis neuroquimico de las muestras recolectadas mediante
microdialisis. Para este objetivo de la tesis, se desarrollé un modelo de monitoreo in vivo
de los niveles de glutamato extracelular de NAc Core en las distintas fases del protocolo
de reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina, a fin de determinar una
posible correlacién entre la expresion de la preferencia por el contexto asociado a la
droga y el aumento de los niveles de glutamato extracelular medidos ante la re-
exposicidn a ese contexto, como asi también una correlacién entre la falta de aumento
de glutamato y la ausencia de preferencia condicionada.

Previamente en nuestro laboratorio, la técnica de microdialisis in vivo permitié
detectar cambios en la liberacién de glutamato en NAc Core, pero no en NAc Shell, tres
semanas después de la exposicién aguda al estrés por inmovilizacidn y en respuesta a
una inyeccion de cocaina (Garcia-Keller y col., 2013). Sin embargo, hasta el momento no
se contaba con datos del efecto inmediato de la exposicidn al estresor y en respuesta a
la re-exposicion a un contexto previamente asociado a la droga. En la presente tesis se

disefid un experimento en el cual se evalud si, en animales que extinguieron
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previamente el CPP asociado a cocaina, el estrés por inmovilizacién induce cambios en
los niveles de glutamato extracelular de NAc Core medidos dentro del aparato de CPP
inmediatamente después de la aplicacion del estresor, en una instancia que equivale a
la induccion de la reinstalacion. También se evalud si estos cambios dependen de las
distintas duraciones del estrés por inmovilizacidon y del contexto del CPP al que los
animales son re-expuestos luego del estresor. En resumen, todos estos experimentos
fueron propuestos para conocer si los cambios en el glutamato extracelular de NAc Core,
detectados mediante nuestro protocolo de analisis neuroquimico de muestras
obtenidas mediante microdidlisis in vivo, ocurren en paralelo a los efectos conductuales

disparados por el estrés y la re-exposicién a las claves contextuales asociadas a la droga.

Ill. Determinar lainfluencia de la microinfusion de AM251 y de ACEA sobre los niveles
de glutamato extracelular de NAc Core luego de una sesion de estrés por
inmovilizacion y re-exposicion al contexto asociado a cocaina, en animales que
extinguieron la preferencia condicionada a la droga.

Los experimentos correspondientes a este objetivo consistieron en evaluar los
cambios en los niveles de glutamato extracelular en NAc Core luego de la manipulacion
farmacoldgica local con el antagonista/agonista inverso (AM251) o con el agonista
(ACEA) de los CB1Rs, en el modelo de reinstalacién de la conducta de preferencia
condicionada inducida por estrés. Mediante el uso de una canula guia adosada a la probe
de microdialisis se replicaron las condiciones de microinyeccion local aplicadas en los
experimentos del Objetivo Especifico 1, permitiendo el conocimiento preciso de la dosis

administrada en el area cerebral de estudio.

IV. Determinar la influencia de la activacidn de los receptores CB1 sobre los niveles
basales de glutamato extracelular de NAc Core, en animales que extinguieron la
preferencia condicionada a la droga.

La evidencia demuestra que la administracién crénica de cocaina disminuye los
niveles “basales” de glutamato en NAc (por disminucién de la liberacion no vesicular de
glutamato) y que la normalizacién (aumento) de estos niveles previene la reinstalacién
inducida por cocaina, probablemente por influencia sobre la transmision glutamatérgica

inducida por la droga (Kalivas, 2009; Knackstedt y col., 2010; Kupchik y col., 2012; Moran
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y col., 2005; Moussawi y col., 2011; Zhangy col., 2021). En el presente trabajo se evalud
el efecto de la activacion de los CB1Rs sobre los niveles “basales” de glutamato de NAc
Core, mediante un experimento de infusion local de dosis crecientes del agonista de los
CB1Rs por microdidlisis reversa y en ausencia de estimulos asociados a la droga o de

estrés.
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GENERALIDADES METODOLOGICAS

Animales

Los animales utilizados en el presente trabajo fueron ratas macho de la cepa
Wistar de aproximadamente 220-340 g (2 meses + 1 semana de edad al inicio de los
experimentos). Los animales fueron criados y provistos por el bioterio perteneciente al
Instituto de Farmacologia Experimental de Cérdoba (IFEC-CONICET) y al Departamento
de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cordoba (Cérdoba, Argentina), cuyas instalaciones tienen certificacién sanitaria
aprobada (COD. ULTIMA CERTIFICACION MR64AL 03/05/2013) y estén adheridas al
Sistema Nacional de Bioterios (RESOL-2019-5-APN-SECACT#MECCYT). Los animales
fueron alojados en grupos de 2 a 4 individuos en cajas estandar de laboratorio (30 cm
de ancho, 45 cm de largo y 20 cm de altura) rellenas con viruta autoclavada, con libre
acceso al agua y alimento balanceado (especifico para rata o ratdon, marca “Gepsa”,
Argentina), y ubicadas en una habitaciéon con temperatura (222C + 1°C) y humedad
estables, bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 h (las luces se encienden a las 7:00 h y se
apagan a las 19:00 h). Todos los procedimientos experimentales se realizaron durante
el ciclo de luz (preferentemente entre las 10:00 y las 16:00 h).

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con el
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals y fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de animales de Laboratorio de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba (CICUAL FCQ-
UNC, Res. 1228/2018, Res. 680/2015, Res. 787/2020).

Drogas

Se utilizoé clorhidrato de cocaina (Laboratorio Verardo, Capital Federal) disuelto en
solucién salina 0,9% NaCl (10 mg/ml) y administrada en una dosis de 10 mg/kg por via
intraperitoneal (i.p.) en cada una de las sesiones de condicionamiento (Mueller &
Stewart, 2000).

Los ligandos administrados localmente en NAc Core o Shell para evaluar la

participacion de los CB1Rs en la conducta de reinstalacidn inducida por estrés fueron:
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por un lado, AM251, antagonista CB1Rs [1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-
methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide, peso molecular 555,24], Ascent
Scientific Ldt. (Bristol, Reino Unido) ; usado en dos dosis (2,5 0 5 nmol/0,5 pl/lado) segin
un trabajo previo de (Xi y col., 2006). También se empleé ACEA, agonista CB1Rs
[Arachidonyl-2’-chloroethylamide hydrate, peso molecular 365,98], Ascent Scientific
Ldt. (Bristol, Reino Unido), administrado en dos dosis 0,001 o 0,01 fmol/0,5 pl/lado
segun el estudio de (Clarke y col., 2008). La preparacion del AM251 consistié en una
primera dilucién en DMSO puro (50 y 100 mM, segun la dosis final a administrar) y luego
una dilucién en solucion fisioldgica estéril en una proporcion 1:9 (dilucién final del
DMSO: 10%). El ligando ACEA fue diluido directamente en DSMO al 0,1% de solucion

fisioldgica estéril.

Histologia

Al finalizar cada uno de los experimentos los animales fueron sacrificados,
mediante decapitacién con guillotina, para remover sus cerebros y colocarlos en una
solucidn fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M hasta su posterior
diseccién. Se realizaron cortes en secciones coronales de 60 um a nivel del NAc
utilizando un cridstato (CM1510-S, Leica), que luego fueron montados en portaobjetos
recubiertos de gelatina y tefiidos con el colorante Cresyl Violeta. Mediante el uso de una
lupa estereoscépica binocular (4X) y un atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007),
se registraron las ubicaciones de las microinfusiones de los ligandos para CB1R y de las
membranas de microdialisis en NAc Core y Shell. Ademas, se examinaron posibles dafios
en el area de infusidn. En el caso de registrar la colocacidon incorrecta de las canulas guia
de microinyecciones o de las probes de microdialisis, o de registrar un dafio mecanico
excesivo en el sitio objetivo debido a la hemorragia causada durante la cirugia, los
animales fueron excluidos del posterior analisis de datos.

Algunas microfotografias representativas obtenidas a partir del analisis histoldgico
pueden apreciar en las Figuras 2B, 2Cy 5 de esta seccidon. Con el objetivo de mostrar las
localizaciones aproximadas de los sitios de infusidn y de las membranas de microdialisis
se confeccionaron esquemas ilustrativos a partir del registro individual de tales

ubicaciones. Estos esquemas se muestran en la secciéon Resultados, junto con sus
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respectivos datos comportamentales o neuroquimicos.

MODELO EXPERIMENTAL

Aparato de preferencia condicionada a un lugar

La prueba de CPP se realizé en un aparato conformado por dos cajas de acrilico
rectangulares con tapa (25 cm x 33 cm x 37 cm) y conectadas por un corredor central
(22 cm x 11 cm x 19 cm), tal como se aprecia en la Figura 1. Las caracteristicas de este
tipo de aparato, “no sesgado” o unbiased, tiene la finalidad de lograr que los
compartimentos (o contextos) sean diferenciables entre si y, al mismo tiempo, que se
equipare la preferencia basal o innata que los animales puedan llegar a tener por los
mismos. Para lograr esto, los compartimentos del aparato poseen claves contextuales
(tactiles y visuales principalmente) que son equivalentes en funcién a la preferencia
basal que exhiben los animales durante |la etapa previa al condicionamiento. Uno de los
compartimentos principales tiene paredes pintadas de negro y piso de barras de acero
inoxidable, el otro compartimento tiene paredes pintadas de blanco y piso plastico
cuadriculado. El corredor central es transparente con piso liso de acrilico y separado de
los dos contextos por puertas removibles tipo guillotina. A su vez, el aparato se
encuentra conectado a un sistema de sensores (3 pares enfrentados en cada caja
principal y 1 par enfrentado en el corredor central) que permiten registrar los tiempos
de permanencia en cada uno de los contextos mediante una interfase y el software
informdtico CPP v.1.2 (L.LA.D.E., Argentina). Este sistema, brinda otras medidas
adicionales, tales como el niumero de entradas y la actividad locomotora en cada

contexto durante todas las fases de la prueba.
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L
il J

Figura 1. Vista externa y vista superior del aparato de prueba de preferencia condicionada a un lugar
(CPP). En la imagen pueden verse los cuatro aparatos de CPP usados en la presente tesis, los cuales estan
ubicados en una habitacion experimental del bioterio. Puede apreciarse el interior de los compartimentos
principales y como se encuentran conectados en la base al sistema de sensores laser. El corredor central
(transparente) sirve de paso para que los animales se trasladen entre los compartimentos principales.

La habitacion en la que se halla el aparato utilizado para realizar la prueba de CPP
se mantuvo con una iluminacién tenue y constante. El grado de semi-oscuridad de la
pieza ha sido fijado por experimentos piloto realizados previamente en el laboratorio
con el objetivo de evitar que los animales muestren preferencia incondicionada a

algunos de los contextos debido a la iluminacion.

Procedimiento general de reinstalacion de la preferencia condicionada a
un lugar

El procedimiento general de la prueba de CPP llevada a cabo en esta tesis esta
basado en el protocolo puesto a punto para un trabajo previo de nuestro grupo de
investigacion (De Giovanniy col., 2016), con leves modificaciones segun el experimento,
y consistié en las siguientes fases, siempre en el mismo orden cronoldgico:

a. “Handling”: Durante los 3 dias previos al comienzo de cada experimento, los
animales fueron pesados y posteriormente manipulados para reducir la novedad vy el
estrés asociado con las manipulaciones experimentales y la administraciéon de

inyecciones. Para esto, las ratas fueron trasladadas a otra habitacidn, retiradas de sus
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cajas, expuestas a handling, marcadas, y luego retornadas a sus cajas y a la habitacién
de alojamiento. Por otra parte, para habituar a los animales al ambiente en donde se
realizaron las pruebas de CPP y reducir el estrés por el cambio de contexto, los mismos
fueron trasladados en sus cajas-hogar a la habitacién experimental al menos 30 min
antes del comienzo de todas y cada una de las sesiones de las siguientes etapas.

b. Test Basal (TB): los animales fueron introducidos en el aparato, permitiendo
el libre acceso a todos los compartimentos con las puertas tipo-guillotina abiertas, y se
registré el tiempo de permanencia en cada uno de ellos durante 15 min (900 seg). Este
test se realizé para evaluar si los animales muestran alguna preferencia incondicionada
por alguno de los compartimentos principales (o contextos), lo cual se consideré como
criterio de exclusion. Es decir, los animales que permanecieron mas del 66% del tiempo
total en alguno de los compartimentos principales fueron descartados. El tiempo total
representa la sumatoria de tiempos de permanencia en los dos compartimentos
principales. Cabe destacar que también fueron descartados aquellos animales que
permanecieron mas de 300 seg en el corredor central. Los animales que no fueron
descartados se reagruparon para continuar con los experimentos.

c. Condicionamiento: En base a los datos registrados en el test basal se asigné
individualmente a cada animal un compartimento principal (el blanco o el negro
indistintamente) en el cual recibiria la inyeccién de cocaina durante la etapa de
induccion de la preferencia condicionada a ese contexto. Dicho compartimento fue
aquel en el que el animal pasé menos tiempo durante el test basal, es decir, el menos
preferido. De esta manera, se intentd reducir la influencia de una posible preferencia
incondicionada sobre los resultados. En la seccion de Resultados nos referiremos a este
compartimento como el “contexto apareado/asociado a cocaina”. Durante la etapa de
condicionamiento el animal fue confinado durante 8 dias de manera alternada en el
compartimento asignado para el condicionamiento, inmediatamente después de ser
administrado con 10 mg/kg de cocaina (abreviado como COC, dias 1, 3,5y 7), y en el
compartimento opuesto (contexto no apareado/asociado a cocaina), inmediatamente
después de ser administrado con solucidén salina (abreviado como SAL, 1 ml/kg, dias 2,
4, 6y 8). El confinamiento se efectud encerrando al animal durante 30 min en cada uno

de los compartimentos segln el dia con las puertas tipo-guillotina cerradas.
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La seleccién de la dosis de cocaina usada en esta etapa estd basada en trabajos
referentes en el procedimiento de CPP (Stewart & de Wit, 1987; Tzschentke, 2007) y en
el trabajo previo de nuestro grupo de investigacion (De Giovanni y col., 2016). Estd
demostrado que la dosis de 10mg/kg en roedores induce aumento de actividad
locomotora, efectos gratificantes (evaluados mediante CPP) y no resulta letal para los
animales (Tzschentke, 2007).

d. Test de Condicionamiento (TC): Al igual que en el test basal, se dejé que los
animales recorrieran libremente todo el aparato durante 15 min para registrar
nuevamente el tiempo que permanecen en cada uno de los contextos. La preferencia
condicionada es definida como un incremento del tiempo en que el animal permanece
en el compartimento apareado a la droga en comparacién con el tiempo que permanece
en ese mismo compartimento durante el test basal y en relaciéon con el tiempo que
permanece en el contexto asociado a salina durante el test de condicionamiento.
Especificamente, el criterio de inclusidon consistiéo en continuar los experimentos con
aquellos animales que permanecieron mas del 66% del tiempo total del test en el
contexto apareado a cocaina.

e. Extincidon: Con el objetivo de disminuir progresivamente la preferencia
condicionada al sitio apareado con cocaina los animales fueron inyectados con salina (1
ml/kg), e inmediatamente confinados durante 30 min en cada uno de los
compartimentos de manera alternada durante 8 dias (usando un esquema similar a la
etapa de condicionamiento). De acuerdo a experimentos realizados en el laboratorio
(De Giovanni y col., 2016), este procedimiento por apareamiento salino resulta mas
efectivo para llevar a cabo el proceso de extincién (se alcanza una extincion mas robusta
y en menos tiempo/dias), en relacidn al protocolo basado en dejar repetidamente que
el animal explore todos los compartimentos del aparato de CPP (test repetidos). Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por los trabajos de (Itzhak & Anderson, 2012;
Mueller & Stewart, 2000). S6lo para el caso de los experimentos conductuales en los
cuales se requirié de la implantacidn de cdnulas guia para la posterior microinyeccién
de ligandos cannabinoides durante la reinstalacién, la cirugia estereotéaxica se llevd a
cabo a la mitad de esta etapa, es decir al cuarto dia de apareamiento salino. Una vez

operados, se dejé que los animales se recuperen por al menos 48 hs antes de continuar
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con los cuatro dias restantes del protocolo de extincion.

f. Test de extincidn (TE): Al dia siguiente del ultimo dia de extincién se realizé
un test durante 15 min para confirmar que los animales en estudio hayan extinguido la
preferencia condicionada al contexto asociado a los efectos de cocaina. Como criterio
de inclusidon para este test se consideré que los animales no hayan registrado un tiempo
de permanencia mayor al 66% del tiempo total en el contexto apareado a la droga, es
decir que los animales hayan registrado una distribucion uniforme en los tiempos de
permanencia. Los animales descartados fueron aquellos que no mostraron una
disminucion estadisticamente significativa en la preferencia condicionada.

g. Test de Reinstalacion (TR): El dia posterior al test de extincion los animales
fueron sometidos a un test de reinstalacidn, el cual consistié en evaluar la reaparicién
de la preferencia condicionada previamente extinguida luego de la aplicacién de un
estimulo disparador (una sesién de estrés por inmovilizacién en este caso). Mas
especificamente, el dia de la reinstalacién los animales fueron trasladados en sus cajas-
hogar hasta la habitacion experimental. Luego de 30 min de habituacion (tal como se
hizo en cada una de las sesiones de las etapas anteriores), se procedid con la
microinyeccién local de ligandos para CB1R (el antagonista, el agonista o la solucién
vehiculo) en el area de interés (NAc Core o Shell), con el objetivo de evaluar los efectos
de la manipulacién farmacolégica de los receptores CB1 sobre la reinstalacién. Unos 5
min después de finalizar las microinyecciones los animales fueron sometidos a una
sesion de estrés por inmovilizacién (de 0, 15 o 30 min). Inmediatamente después de la
sesion de exposicidon al estresor, los animales fueron evaluados en el test de
reinstalacion propiamente dicho, el cual se realizé de la misma manera que los demas
test (libre acceso a todo el aparato de CPP durante 15 min). La reinstalacién es definida
como un incremento del tiempo en que el animal permanece en el compartimento
apareado a cocaina, en comparacién con el tiempo que permanece en este
compartimento el dia anterior, es decir, en el test de extincion.

El esquema del procedimiento general de reinstalacidn del CPP puede verse en la
Figura 1 de la seccidn Introduccién y en la Figura 1A de la seccidon de Resultados. Los
esquemas de las lineas de tiempo correspondientes a cada experimento se presentan

en todas las figuras de la seccién de resultados, incluyendo los detalles de las leves
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modificaciones aplicadas a este procedimiento general. El disefio experimental de cada
experimento se detalla en la seccion de Resultados, de acuerdo a cada objetivo
especifico.

Los experimentos conductuales se analizaron teniendo en cuenta el indice de
preferencia, reportado como la diferencia entre el tiempo de permanencia en el
contexto asociado a cocaina y el tiempo de permanencia en el contexto asociado a
solucién salina [CONTEXTO COC — CONTEXTO SAL]. Estos datos se representan en
columnas para cada test del procedimiento de CPP.

Los experimentos de microdialisis in vivo para la recoleccién de muestras de
dializado de liquido extracelular de NAc, y la respectiva cirugia estereotaxica para
implantacion de probes de didlisis, fueron llevados a cabo los dias posteriores a cada test

del presente protocolo de CPP.

Procedimiento de microinyeccion

Las microinyecciones de los ligandos para CB1R, o sus correspondientes soluciones
vehiculo, fueron realizadas el dia de reinstalacidn, 5 min antes de la aplicacién del estrés
por inmovilizacién y dentro de la habitacién experimental. A modo de microinyector se
empled una aguja de calibre 30 G y de 16,7 mm de largo. La misma fue conectada a
través de un catéter (tubo de polietileno PE-20) a una jeringa Hamilton de 10 ul y fue
descendida a través de la canula guia implantada. Mediante el uso de una bomba de
infusién (Harvard Apparatus, Estados Unidos) se administrd cada sustancia en estudio
en un volumen de 0,50 ul en el NAc Core o Shell de cada hemisferio (Figura 2). La canula
de inyeccidén se descendido 2 mm mas alla de la terminacién de la canula guia para llegar
exactamente al area de interés. El proceso de infusiéon se llevé a cabo durante 2 min.
Durante el primer min, se llevo a cabo la infusidn propiamente dicha, y en el min restante
se dejo el microinyector en su lugar, con la bomba apagada, para permitir la correcta
difusion de la droga antes de retirarlo. Cabe destacar que todos los animales se
habituaron previamente al procedimiento de microinfusién durante los ultimos dos dias
de la fase de extincidn.

Para los experimentos en los cuales se combind la técnica de microdialisis in vivo

con la microinfusion de ligandos, el proceso se realizé exactamente de la misma manera
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que para los experimentos conductuales, a través de una canula guia adosada a la probe
de microdidlisis (el artefacto disefiado para la recoleccion de muestras e implantado
directamente en cerebro, ver detalle de su confeccion manual mas adelante).

En la Figura 2A se resaltan esquematicamente las areas cerebrales de interés en
las cuales se llevaron a cabo las microinyecciones. En la seccidn Resultados se presentan
las ubicaciones exactas de cada una de las microinfusiones segun lo determinado
mediante el posterior analisis de cortes de cerebro fijado de todos los animales bajo

estudio. En las Figuras 2B y 2C se presentan fotografias representativas de los cortes

coronales de cerebro analizados para evaluar las marcas de las canulas guia y los sitios

de inyeccién.

Figura 2. (A) Secciones coronales de cerebro de rata, adaptadas del atlas de Paxinos y Watson (2007),
marcando con color las dreas de interés de esta tesis: Nucleo Accumbens Core (celeste) y Nucleo
Accumbens Shell (naranja). (B y C) Fotomicrografias representativas que ejemplifican las marcas de las
canulas guia y los lugares de inyeccion (flechas) en el cerebro de diferentes ratas que recibieron una
microinyeccién en NAc Core (B) o en NAc Shell (C). Ac=comisura anterior

Estrés por inmovilizacion

Para evaluar la conducta de reinstalacién del CPP inducida por estrés, los animales

fueron colocados dentro de un inmovilizador que a su vez fue posicionado en el corredor
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central del aparato de CPP (Figura 3), previamente al test y posteriormente (5 min) a la
infusidn local de los correspondientes ligandos para CB1R.

El inmovilizador consiste en un dispositivo de acrilico PLEXIGLAS® que permite que
los animales puedan respirar normalmente, tener la cola libre y la cabeza con suficiente
espacio como para que el implante de la cirugia no sea danado. Este dispositivo tiene un
fondo plano formando un semicilindro de 20 cm de largo, 6 cm de ancho y 5 cm de alto.
Ademas, contiene varias ranuras para la circulacion del aire y una compuerta de plastico
extraible para sujetar al animal en el dispositivo con la cola saliendo por la parte trasera.
Los inmovilizadores que se emplearon para este protocolo son los mismos que se usaron
previamente en trabajos de nuestro grupo de investigaciéon (De Giovanni y col., 2016;
Esparzay col., 2012; Garcia-Keller y col., 2016; Garcia-Keller y col., 2013; Pacchioniy col.,
2007; Pacchioni y col., 2002). Para los experimentos de microdialisis, con el objetivo de
evitar dafos en las partes externas de las probes, se modificé la mitad superior del
dispositivo de manera tal que se pudo sujetar a los animales desde el lado dorsal para
gue permanezcan en el compartimento central, en lugar de introducirlos desde un

extremo del cilindro.

Figura 3. Estrés por inmovilizacion empleado en la presente tesis. En esta figura se presentan fotografias
del inmovilizador de acrilico y de la colocacidn del animal en su interior. También puede verse como se
coloca al animal inmovilizado dentro del compartimento central del aparato de CPP. El animal permanece
en esa ubicacion durante un tiempo determinado (15 o 30 min) y luego se evalUa la reinstalacion de la
preferencia condicionada mediante un test. Mas detalles en el texto.
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El tiempo que los animales permanecieron dentro de los inmovilizadores fue
diferente (15 6 30 min) de acuerdo al ligando que se administré (ver disefio
experimental). La eleccion de estas alternativas se basd en resultados previos del
laboratorio, los cuales indican que una sesidn de estrés por inmovilizacion de 15 min no
induce reinstalacién de la preferencia, a diferencia de los 30 o 60 min que si lo hacen
(De Giovanni y col., 2016). Por este motivo, en parte de texto se empleara el término

III

“estrés sub-umbral” en referencia a la inmovilizacion de 15 min de duracién. Los
animales del grupo control “sin estrés” permanecieron durante la misma cantidad de
tiempo en sus cajas-hogar en la habitacidn experimental de CPP. Inmediatamente
después de finalizar la sesidn de estrés, todos los animales fueron evaluados
individualmente en el test de reinstalacion o, en el caso de los experimentos de

microdialisis in vivo, fueron re-expuestos a alguno de los compartimentos del aparato

de CPP para la recoleccidon de muestras.

Analisis estadistico de los datos comportamentales

Para el analisis de los datos conductuales se utilizaron los software estadisticos
Prism v8 (GraphPad, Estados Unidos) y STATISTICA v7.0 (StatSoft, Estados Unidos). La
capacidad de los ligandos administrados y/o la aplicacién del estresor para inducir
reinstalacion fueron determinadas por la diferencia entre los indices de preferencia
determinados durante el test de reinstalacién (TR) y el test de extincién (TE). También
se hicieron comparaciones entre los efectos de las diferentes dosis de los ligandos
administrados y/o las distintas duraciones de exposicién a la inmovilizacién en la
reinstalacion. En las figuras también se reportan los datos de los test basal (TB) y de
condicionamiento (TC) con el fin de evidenciar que no existen diferencias previas en el
grado de condicionamiento entre los grupos analizados. La significancia estadistica fue
determinada por un ANOVA de tres vias con los test como muestras repetidas. Los
factores considerados fueron los siguientes: estrés (estrés de 15 o 30 min/no estrés),
tratamiento (AM251/vehiculo o ACEA/vehiculo, en distintas dosis) y test (TB vs.TC, TC
vs.TE y TE vs.RT). Las comparaciones multiples post hoc se realizaron usando el test de
Bonferroni. Cuando sélo se compararon dos grupos, la significacion estadistica se

determind mediante la prueba t de Student apareada con una distribucién de dos colas.
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El nivel de significancia considerado para todos los analisis estadisticos fue de p < 0,05.
Todos los tamafios de los grupos, las pruebas especificas aplicadas, los efectos
estadisticos y la significacion estadistica de cada experimento se informan en las

leyendas de las figuras y en el texto de la seccidon Resultados.

CIRUGIAS

Cirugia para implantacion de canulas guia

Para llevar a cabo la microinfusién de los ligandos para CB1R en NAc se realizé una
cirugia para implantacién de cdnulas guia en el cerebro, a través de las cuales se
insertaron microinyectores el dia del experimento correspondiente. Las cdnulas guia
fueron elaboradas con agujas de acero inoxidable, de calibre 22 Gy de 14,7 mm de largo.
Para la implantacién de las mismas, los animales fueron anestesiados administrando via
i.p. Clorhidrato de Ketamina junto con Xylazina (55 mg/kg y 11 mg/kg, respectivamente,
Kensol, Laboratories Holliday, Buenos Aires, Argentina) y luego se colocaron en un
estereotaxico (Stoelting Co, Estados Unidos; Figura 4). La barra dental incisiva se ubicé
a 3,3 mm por debajo de la linea interaural. El crdneo fue expuesto mediante una incisién
en el cuero cabelludo y se realizaron los orificios necesarios para implantar las canulas
guia de manera bilateral. Las mismas fueron descendidas y ubicadas a 2 mm por encima
del area de interés, de manera tal que se permita que la sustancia a administrar
posteriormente, mediante el microinyector, difunda homogéneamente en el area sin
interrupcion del metal de la canula guia, y también se evita que el dafio que genera esta
ultima no afecte al 4rea de interés. De esta manera, las coordenadas consideradas desde
el crdneo y respecto de Bregma fueron, segin Paxinos y Watson (2007), para NAc Core:
AP +1,3 mm, L. £1,5 mm, V. -4,3 mm, y para NAc Shell: AP +1,3 mm, L. £0,8 mm, V. -4,4
mm. Las canulas fueron fijadas al craneo mediante la instalacién de dos tornillos
metadlicos cerca de las canulas y la aplicacién de cemento acrilico (Subiton, Argentina).
Una vez terminada la cirugia, los animales recibieron una dosis de antibidtico (0,2
ml/300 g de peso corporal del animal, por via subcutanea) que contenia Penicilina G
Sédica + Penicilina Benzatinica + Estreptomicina (Laboratorios Nort, Argentina), con el

objetivo de reducir al minimo las infecciones.
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La cirugia se llevo a cabo al cuarto dia de la etapa de extincidén, se dejoé que los
animales se recuperen durante al menos 48 h, y luego se continué con el protocolo.
Durante el periodo de recuperacidon se monitored la presencia de signos de infeccion y
dolor en los animales, como asi también el peso y la ingesta de agua y comida. Ademas,
el dia posterior a la cirugia los animales recibieron una microdosis del analgésico xilazina
(7 mg/kg por via intramuscular). De esta manera se garantizé una buena recuperacion,
necesaria para que los animales sigan siendo manipulados por al menos una semana
mas hasta la finalizacién de los experimentos. Los animales que mostraron signos de
dolor y sufrimiento o sintomas fisicos de malestar y estrés, como pérdida de peso,

diarrea, anorexia, letargia, etc., fueron sacrificados.

Figura 4. Estereotaxico Stoelting. Este aparato permite inmovilizar al animal anestesiado y registrar las
coordenadas necesarias para ubicar puntos de referencia en el craneo y para alcanzar con exactitud las
areas cerebrales de interés mediante la correcta implantacidn de canulas. Mas detalles en el texto.

Cirugia para implantacion de probes de microdialisis

El procedimiento de cirugia estereotdxica para implantacién de canulas o probes
de microdidlisis fue muy similar al descripto para la implantacidon de cdnulas guia. A
diferencia de estas ultimas, la probe de microdialisis se colocé de manera unilateral en
cada animal (hemisferio derecho en la mayoria de los casos) y solamente en NAc Core.
Las coordenadas de posicionamiento en el aparato estereotdxico fueron, con respecto
de Bregma y segun Paxinos y Watson (2007): AP +1,3 mm, L. #1,5 mm, V. -7,8 mm. De

esta manera, el drea activa de intercambio de la membrana de dialisis que poseen las
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probes (ver descripcion de las mismas en la siguiente seccién) quedd posicionada a lo

largo de toda el drea de interés. Las probes también fueron fijadas al craneo mediante
la instalacién de un tornillo metdlico y la aplicacion de cemento dental iondmero de
vidrio (Meron, Voco Laboratories, Alemania) y cemento acrilico (Subiton, Argentina)
para asegurar una mejor fijacion. En la Figura 5 se presenta una fotografia
representativa de un corte coronal de cerebro analizado para evaluar la marca de la
membrana de dialisis atravesando NAc Core.

A lo largo de toda la cirugia se hizo circular agua ultrapura Milli-Q® en cada una de
las probes de microdidlisis mediante una jeringa Hamilton hermética para gases de 1 ml
montada en una bomba de ultraperfusion (BASi, Estados Unidos). Este procedimiento
permitid monitorear de manera constante el estado de las probes durante la insercién
de las mismas en el cerebro, ademas de asegurar que la membrana de didlisis estuviera
himeda y no colapsara. Adicionalmente, al finalizar la cirugia se afiadié unos tapones de
plastico en los extremos externos de los metales de las probes para evitar que las mismas
se taparan durante el periodo de recuperacién del animal. Este periodo fue de 18 h, que
es el adecuado para que la mayoria de los animales recupere correctamente el tono
muscular, la movilidad y la capacidad para explorar el espacio. Este protocolo ha sido
consistentemente utilizado en los trabajos que emplean la misma técnica, entre los que
se incluyen los de nuestro grupo de investigacion (Garcia-Keller y col., 2013; Pacchioniy
col., 2007). Por otro lado, cabe destacar que luego de esta cirugia los animales fueron
colocados en cajas individuales con paredes altas (25 cm de alto) y una tapa-reja con
mayor altura diseflada para evitar que los animales se dafien las partes externas de la
probe.

El momento en que se realizd esta cirugia depende de cada experimento y se
detalla tanto en la seccién de descripcion de experimentos como en la seccién de
Resultados y en las figuras. A diferencia de la implantacion de canulas guia, la cirugia de
implantacion de probes se realizd el dia previo a cada experimento de microdialisis

propiamente dicho.
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Figura 5. Seccién coronal de cerebro de rata, adaptada del atlas de Paxinos y Watson (2007), junto con
una fotomicrografia representativa que ejemplifica la marca de la membrana de microdialisis atravesando
NAc Core del cerebro de una rata. Ac=comisura anterior.

ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

Canulas de microdialisis (probes)

Dos tipos de probes fueron fabricadas de forma manual en el laboratorio (Figura
6). Las mismas fueron construidas rigurosamente bajo el disefio de Di Chiara (1993) con
modificaciones menores (Garcia-Keller y col., 2013). Para la construccidn se utilizaron
agujas de acero inoxidable de calibre 22 G y tubos capilares de silica (didmetro interno
50 um, diametro externo 150 um; Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EE. UU.). Todas
las partes de las probes fueron unidas con cemento epoxi. En cada probe puede
distinguirse una parte externa, que queda a la vista una vez implantada en el craneo del
animal, y otra parte interna, que corresponde al material introducido en el cerebro (ver
Figura 6a y b). La parte externa de cada probe estd conformada por un conducto de
entrada (inlet) y otro de salida (outlet), cada uno de ellos armados con una canula de
acero y un tubo capilar de silica en su interior. La parte interna de la probe corresponde
a la continuacién de los tubos capilares de silica de entrada y de salida, sin la cubierta
de acero, que se juntan en el extremo distal mediante una membrana semipermeable
qgue recubre a los dos capilares y que estd sellada en la punta por un tapén de
pegamento (Figura 6¢c). De esta manera, en cada probe queda establecido un circuito
cerrado que permite el flujo unidireccional de una solucién similar al liquido
cefaloraquideo, ingresando por el inlet, pasando por la membrana semipermeable que
permite la entrada de sustancias a favor del gradiente de concentracidon desde el area

cerebral de interés, y saliendo por el outlet para recolectar las muestras de dializado

83



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn MATERIALES Y METODOS

conteniendo el neurotransmisor de interés (Figura 6d).
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Figura 6. Fotografias de las probes de microdialisis confeccionadas de forma manual en nuestro
laboratorio. En el panel (a) se detallan las partes de una probe simple y en el panel (b) las partes de lo que
llamamos una probe “dual” ya que contiene una canula adosada que sirve de guia para realizar
microinyecciones en el area cerebral de interés. La linea punteada gris representa el limite entre lo que
queda por fuera (parte superior) y lo que queda por dentro (parte inferior) del craneo del animal cuando
las probes estan implantadas. En el extremo distal inferior de las probes puede distinguirse la porcién de
membrana de microdialisis en donde ocurre el pasaje de sustancias. En la fotografia del panel (c) se
observa la membrana en detalle y en el panel (d) un esquema de lo que sucede alrededor de la superficie
activa de intercambio, en donde ciertas sustancias ingresan (flechas celestes), y otras salen (flechas
verdes), del interior de la membrana segun el gradiente de concentracién. Las flechas negras indican el
sentido de circulacion del buffer similar al liquido cefaloraquideo que es impulsado mediante una bomba
de flujo ultrabajo. Mas detalles en el texto.

La membrana de didlisis (AN69HF, Hospal-Gambro, Meyzieu, France) fue colocada
y sellada en el extremo distal interno de la probe, cubriendo los extremos de los capilares
de entrada y de salida, tal como se aprecia en la Figura 6¢. La superficie activa de
intercambio para NAc Core fue establecida en 2,0 mm de largo de membrana. La
membrana consiste de un copolimero sintético de poliacrilonitrilo (PAN) y sulfonato
metalil sddico, con un cutoff de 10 Kdalton lo cual permite el pasaje tanto de glutamato
(peso molecular: 147,13) como del agonista CB1R, que se administré a través de la
misma (ACEA, peso molecular: 365,98). Sus principales caracteristicas son: diametro
interno de 240 pum, didmetro externo de 310 pm y tamafio promedio de poro 29 A.

Una segunda version de probe, denominada “probe dual de microdidlisis y
microinyeccion” (dual microinjection-microdialysis probe) tiene exactamente las mismas
caracteristicas descriptas para la versién “simple”, pero con una cédnula guia de 20 mm
de largo adosada al metal de inlet, tal como se aprecia en la Figura 6b. A través de esa

canula guia se realizaron las microinfusiones de los ligandos para CBiR de la misma
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manera que los experimentos conductuales. Al momento de confeccionar esta version
de probe, es importante asegurarse que la ubicacién de la canula guia adosada
permitiera que el microinyector alcanzara el area de interés junto con la membrana de
didlisis para que el proceso de dializado y microinfusién de sustancias tuviera lugar en el
mismo espacio extracelular.

Todas las probes fueron confeccionadas los dos dias previos a su implantacion en
cerebro, controlando que las uniones entre todos los materiales estuvieran firmes, secas
y sin filtraciones. Ademds, todas las probes fueron sometidas a una prueba de
recuperacioén in vitro con el fin de verificar la eficacia y la eficiencia relativa del proceso

de dialisis (ver detalle de este procedimiento mas adelante).

Procedimiento general de microdialisis in vivo

La microdialisis in vivo es una técnica que permite recolectar muestras de fluido
extracelular de un area cerebral de interés, en animales vivos y en libre movimiento
(Torregrossa & Kalivas, 2008). A través del andlisis neuroquimico de estas muestras es
posible identificar la presencia de neurotransmisores (glutamato en este caso), vy
cuantificar su variacién en el tiempo (en este caso, cada 15 min y durante el transcurso
de varias horas). El procedimiento general de microdialisis empleado en este trabajo ya
fue publicado con anterioridad por nuestro grupo de investigacién (Garcia-Keller y col.,
2013; Pacchioni y col., 2007), en consistencia con las recomendaciones de numerosos
estudios que usan la misma técnica. Debido a su relativa simplicidad operacional, esta
técnica nos permitid monitorear in situ, con los animales dentro de la habitacién
experimental los cambios en los niveles de glutamato de NAc en respuesta a
determinados estimulos (exposicidn a estrés o a la mera exposicién al aparato de CPP).

Técnicamente, el dia posterior a la cirugia de implantacion de la probe de
microdialisis, los animales recuperados fueron sacados de su caja cuidadosamente para
conectar el extremo de entrada o inlet de la probe a una bomba de ultraperfusién (BASi,
Estados Unidos), mediante tubos de didmetro interno muy pequeiio (tubings; de Teflon
FEP, didmetro interno 120 um, didmetro externo 65 um OD; BASi, Estados Unidos) y una
jeringa Hamilton de 1 ml. De esta manera, mediante el empleo de la bomba se hizo

circular una soluciéon de composicién similar al liquido cefalorraquideo (buffer Ringer), a
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través del sistema de tubos y la probe, a un flujo constante de 1,5 ul/min y a temperatura
ambiente (x 22°C). Esta velocidad ultrabaja de circulacidon del buffer permite que se
establezca un equilibrio entre el liquido extracelular y la soluciéon Ringer presente en el
interior de la membrana. Bajo estas condiciones se lleva a cabo un proceso de difusidn
pasiva a través de la membrana de didlisis, a favor del gradiente de concentracidn, de
manera tal que ingresan sustancias desde el espacio extracelular hacia el interior de la
probe (ver Figura 6d). En el conducto de salida u outlet de la probe también se
conectaron unos tubos para conducir el dializado a los tubos eppendorff en los cuales se
colectaron las muestras.

La solucién similar al liquido cefaloraquideo (buffer Ringer) estda compuesta por
una serie de sales en las siguientes concentraciones: cloruro de sodio, 147,0 mM; cloruro
de potasio, 4,0 mM y cloruro de calcio, 2,2 mM, todo disuelto en agua ultrapura Milli-
Q®, de acuerdo a Pontieri y col. (1995).

Una vez verificado el correcto funcionamiento del circuito “tubos-probe-tubos”,
los animales fueron trasladados a la habitacidon experimental, dentro su caja-hogar. Las
muestras colectadas durante las primeras 2 h, mientras el animal permanecia dentro de
su caja-hogar, fueron necesarias para establecer una linea de base de glutamato
extracelular y para poder reportar el cambio relativo en los niveles segin un “punto de
partida”. Posteriormente, los animales fueron sometidos a los protocolos de
microinfusion de ligandos y/o estrés/no estrés, seglin corresponda, para luego
continuar recolectando las muestras de microdializado de la misma manera y durante 1
h, pero esta vez dentro de alguno de los compartimentos principales del aparato de CPP
(ya sea el compartimento asociado a la droga o el opuesto, segun el experimento). Una
vez finalizado el procedimiento, el flujo de circulacién fue detenido y los animales fueron
regresados a su caja-hogar y a la sala de alojamiento. En resumen, se tomaron muestras
durante 120 min en la caja-hogar, luego se aplicaron los correspondientes tratamientos
de microinfusion de ligandos y de estrés y, una vez finalizados, los animales fueron
inmediatamente transferidos al aparato de CPP para tomar muestras durante 60 min.
En la Figura 7 se muestra un esquema general de este protocolo. Todas las muestras se
colectaron intercambiando cada 15 min los tubos eppendorff estériles rotulados que se

iban cargando con el dializado y que se posicionaban en el extremo final del tubo
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conectado al conducto de salida de cada probe.

Sol. Ringer
Recoleccion a 1,5 pl/min Recoleccicn
cada 15 min cada 15 min
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del aparato deCPP
Linea de base de % de cambio con respecto
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Figura 7. Representacion del protocolo general de microdidlisis in vivo para colectar muestras de fluido
extracelular en animales vivos y en libre movimiento expuestos a diferentes tratamientos farmacoldgicos
y conductuales. Las primeras muestras son tomadas mientras el animal permanece en su caja-hogar, lo
cual permite la determinacién de una linea de base al calcular un promedio de las concentraciones de
glutamato extracelular antes de recibir los tratamientos. Posteriormente los animales son sometidos a la
microinfusion de ligandos y/o a una sesidn de estrés por inmovilizacién de acuerdo al experimento.
Finalizada la aplicacion de estos tratamientos, los animales son transferidos al aparato de CPP para
continuar con la recoleccion de muestras de dializado. En determinados experimentos los animales fueron
directamente transferidos desde su caja-hogar al aparato de CPP, sin recibir ningun tipo de tratamiento.
Ma3s detalles en el texto.

Es importante mencionar que los tubos de microdidlisis fueron desconectados y
reconectados a las probes antes y después de la aplicacidon de estrés por inmovilizacién,
respectivamente. De la misma manera, los animales del grupo “no estrés” también
fueron desconectados y reconectados del circuito de tubos durante el mismo periodo
de tiempo que los animales “estrés”, pero permanecieron en sus cajas-hogar sin ningln
tipo de manipulacién hasta la transferencia a los compartimentos del aparato de CPP.
La realizacion previa de pruebas piloto demostré que este procedimiento de
desconexion-reconexion no afectd la eficacia de la dialisis.

Las muestras de dializado se colectaron cada 15 min en tubos eppendorff, tal como
se describié en el parrafo anterior. En algunos casos, las muestras fueron recogidas
automaticamente en viales mantenidos en un colector de fracciones refrigerado a 4°C.
En ambos casos, las muestras fueron almacenadas en un freezer a -80°C hasta su
posterior analisis neuroquimico. En todos los casos, se intentd que los tubos tanto de

entrada como de salida tuvieran siempre la misma longitud para garantizar que en el
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volumen de todas las muestras, de todos los animales, se mantuviera la misma relacion
entre el tiempo de ocurrencia de un evento y la obtencién de la muestra en el tubo
eppendorff.

Los cambios en los niveles de glutamato extracelular se calcularon como un
porcentaje de la linea de base, la cual se establece para cada animal a partir de las
muestras obtenidas cuando éste permanece en su caja-hogar durante las primeras 2 h
(como minimo) antes de recibir los tratamientos farmacoldgicos o conductuales.
Durante ese periodo de tiempo inicial también se estabilizan las concentraciones
alcanzadas dentro de la membrana de dialisis. La linea de base representa el 100% y se
defini6 como la concentracién promedio de las cuatro ultimas muestras, antes de la
exposicién al tratamiento correspondiente y al contexto del CPP. Ademas, la linea de
base se establecid cuando las muestras diferian en no mas del 15% entre si y los datos
se descartaron del analisis estadistico si los sujetos no alcanzaban este criterio, es decir
que el animal fue excluido del analisis si las concentraciones de glutamato no eran
estables durante la determinacién de la linea de base. El anadlisis post hoc se hizo
comparando todas las muestras de la linea de base con la primera muestra recolectada

dentro del aparato de CPP.

Microdialisis reversa para la administracion de ligandos

La técnica de microdialisis reversa puede ser empleada para administrar una
sustancia en el drea de interés a partir de su adicion en el liquido circulante (buffer
Ringer en este caso) y su pasaje al medio extracelular a favor del gradiente de
concentracion a través de la membrana de la probe (Hocht y col., 2007) (ver Figura 8).
En el presente trabajo, esta técnica se empled para administrar dosis crecientes del
agonista para CB1R, ACEA, en NAc mientras los animales permanecian en su caja-hogar
dentro de la habitacidn experimental, sin ninglin contacto con las operadoras, ni con el
aparato de CPP y ningun otro estimulo. De esta manera, fue posible obtener muestras
conteniendo el glutamato en sus niveles extrasindpticos basales, no inducidos por
estimulo, bajo condiciones de activacidn in vivo de los CB1Rs. El uso de esta variante de

la técnica de microdidlisis para evaluar los niveles basales de glutamato en respuesta a
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la administracion de dosis crecientes de un antagonista de CB1R, SR141716A, ha sido

reportado por Liy col. (2018).

Figura 8. Representacion del principio de la microdidlisis reversa. La probe insertada en el tejido es
perfundida con la solucidn Ringer que contiene el compuesto exdgeno a administrar (asteriscos rojos). La
membrana semipermeable de la probe (linea punteada rosa) permite que el compuesto exégeno difunda
a favor del gradiente de concentracidn (flechas rojas) hacia el espacio extracelular del tejido de interés.
Simultaneamente, las sustancias endégenas presentes en el espacio extracelular ingresan a la membrana
(flechas celestes) y de esta manera son colectadas en el dializado para su posterior andlisis. Las flechas
negras indican el sentido de circulacién de la solucidn Ringer. Mas detalles en el texto.

El procedimiento de recoleccién de muestras se llevé a cabo de forma muy similar
a la descripta anteriormente para la microdidlisis “simple”. En primer lugar, se tomaron
muestras durante 2 h para determinar la linea de base. Luego, sin desconectar el
circuito, el agonista de CB1R, disuelto en solucién Ringer en una concentracién de 10
nM, fue perfundido a través de la probe durante 1 h. Consecutivamente y de la misma
manera, se administraron dos concentraciones adicionales de ACEA (100 y 1000 nM,
soluciones preparadas el dia del experimento). Por lo tanto, para cada animal mantenido
en su caja-hogar se obtuvieron cuatro muestras (cada 15 min) por cada concentracién
de ACEA. De esta manera, el agonista de CB1R fue administrado de manera continua en
NAc Core y se analizaron las variaciones sucesivas en los niveles basales de glutamato
extracelular en respuesta a la activacion de los CB1Rs. Las dosis administradas mediante
este método fueron elegidas en base al trabajo de Cenni y col. (2006), consistente con
el rango de concentraciones efectivas para modular la liberacién de neurotransmisores

in vitro (Kofalviy col., 2005).
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Identificacion y cuantificacion de glutamato

El contenido de glutamato de cada una de las muestras obtenidas con la técnica
de microdidlisis in vivo se analizé mediante el uso del equipo ESA Coulochem Ill (Bedford,
MA, Estados Unidos), en el cual los componentes de la muestra pueden ser separados
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC, por sus siglas en inglés) e
identificados/cuantificados mediante deteccion electroquimica. La técnica analitica
para cuantificar glutamato en el presente trabajo estd basada en un estudio previo de
nuestro laboratorio (Garcia-Keller y col., 2013), con leves modificaciones. El equipo ESA
Coulochem Il con inyeccion manual de la muestra permite emplear un método de
derivatizaciéon pre-columna del 100% de las moléculas de glutamato para que sus
derivados electroactivos puedan ser detectados. El empleo de este método tiene la
ventaja de ser altamente sensible y reproducible al momento de identificar y cuantificar
el glutamato.

La fase movil estuvo compuesta de Na;HPO4 100 mM, 1,75% de acetonitrilo y 20%
de metanol; el pH se ajustd a 6,67 con acido fosférico. Todos los solventes de grado HPLC
se obtuvieron de Sintorgan S.A., Argentina. El agua ultrapura Milli-Q® utilizada para la
preparacion de la fase movil se sometié a un tratamiento de purificacién adicional
(polishing), para reducir las corrientes de fondo del electrodo y proporcionar una mejor
sensibilidad en la deteccidn electroquimica. La fase mdvil fue administrada por una
bomba (Modelo 582, Solvent Delivery Model, ESA Chemsford, Estados Unidos) a un flujo
de 0,6 ml/min a través de una columna analitica de fase inversa reversa C18 (Gemini N
3 um; 150 x 4,6 mm; Phenomenex, Estados Unidos). La concentracion de glutamato se
determind mediante derivatizacion previa a la columna con O-ftalaldehido y O-B-
mercaptoetanol (OPA/BME) en buffer de tetraborato de sodio (0,1 M, pH 9,3), de
manera similar a un trabajo previo de nuestro laboratorio (Garcia-Keller y col., 2013) y
segun el trabajo de Donzati & Yamamoto (1988). La solucion derivatizante de trabajo
fue preparada diariamente diluyendo 250 pl de la solucion OPA/BME en 750 ul del buffer
de tetraborato de sodio. Para el andlisis, se mezclaron 7,5 pl de la solucién de trabajo
con 10 pl del dializado de la muestra. Luego de completarse los 2 min de reaccion, se
inyectd 10 pl de esta mezcla manualmente en el circuito de inyeccién de 20 ul del

equipo. Luego de pasar por la columna cromatografica, los derivados electroactivos de
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glutamato son detectados culombimétricamente en una celda electroquimica (ESA
Modelo 5014B), la cual consta de tres electrodos: un electrodo de referencia (+650 mV),
un electrodo analitico de oxidacién (+150 mV) y un electrodo analitico de reduccién
(#550 mV), de acuerdo al método de Donzanti y Yamamoto (1988). El tiempo de
retencidn y la altura de los picos de glutamato se analizaron utilizando el software de
integracion EZChrom Elite v4.0 (Agilent-Technologies, Estados Unidos). Los valores
obtenidos para las muestras se compararon con los valores de una curva estandar
externa, calculada midiendo diferentes concentraciones conocidas de glutamato (1,25,
2,5, 5, 10, 20 y 40 uM) preparadas en agua polished y metanol de grado HPLC (50:50,
v/v).

Analisis estadistico de la cuantificaciéon de glutamato

Las concentraciones de glutamato, determinadas mediante HPLC y deteccién
electroquimica, fueron transformadas a valores porcentuales debido a la variabilidad
entre las mediciones y entre las cantidades absolutas recolectadas por las probes. Estos
valores de glutamato extracelular representan el porcentaje de cambio con respecto a
una linea de base (determinada para cada animal) que representa el 100% y que se
calculé mediante el promedio de las ultimas cuatro muestras recolectadas antes de la
aplicacién de los tratamientos y la exposicién al aparato de CPP. En las figuras que
muestran el curso temporal de los cambios de glutamato extracelular, los valores son
expresados como porcentaje + error estandar de la media (S.E.M.) con respecto a la
linea de base (% linea de base). En la Tabla 1 los valores de glutamato medidos
solamente durante la exposicion al aparato de CPP se expresan como area bajo la curva
(AUC) £ S.E.M. Los valores absolutos de la linea de base (glutamato basal) mostrados en
la Tabla 2 son expresados en pmol/muestra = S.E.M.

Los criterios utilizados para incluir los datos en el analisis estadistico fueron: que
los animales presenten niveles detectables de glutamato y que las muestras de la linea
basal sean estables, es decir que las muestras no difieran entre si en mas de un 15%.
También se considerd la correcta posicién de las membranas de didlisis en NAc Core,
determinada por el andlisis histolégico de los cerebros fijados.

Para el analisis estadistico de los efectos principales se realizé un ANOVA de una,
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dos o tres vias con muestras repetidas en el tiempo, segun el experimento. Para las
comparaciones multiples entre grupos se utilizé el test post hoc de Bonferroni. Los
factores bajo consideracion fueron: tratamiento (AM251/vehiculo o ACEA/vehiculo) y
estrés (estrés de 15 o 30 min/no estrés). Teniendo en cuenta que la microdidlisis permite
el estudio temporal de los cambios en los niveles de glutamato, el factor considerado
como muestras repetidas es el “tiempo” el cual esta representado por el avance en la
toma de muestras a lo largo del experimento (cada 15 min). En los experimentos en los
cuales se analizé si el aumento de glutamato era dependiente del contexto, los factores
fueron: contexto (apareado/no apareado a cocaina) y el tiempo.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software Prism 8 (GraphPad,
Estados Unidos). La significacidn estadistica de los datos de microdidlisis fue de p < 0,05.
Los tamafios de muestra de todos los grupos, las pruebas estadisticas especificas
aplicadas, los efectos estadisticos y la significacién estadistica de cada experimento se

informan en las leyendas de las figuras y en el texto de la seccidn Resultados.

Ensayo de recuperacion in vitro

Todas las probes de microdialisis fueron sometidas a una prueba de recuperacién
in vitro con el fin de verificar la eficacia y la eficiencia relativa del proceso de didlisis a
través de la membrana semipermeable (de Lange, 2013). Para ello se calculd el
porcentaje de glutamato extracelular recolectado en el interior de la membrana de
dialisis con respecto a una concentracién conocida de glutamato en un medio externo.
Cada ensayo se fue realizado previamente y el mismo dia de la cirugia estereotaxica de
implantacion de la probe. En términos generales, cada ensayo consistié en sumergir la
porcién “interna” de la probe (donde estd ubicada la membrana de dialisis) en un tubo
eppendorff con solucidn Ringer que contenia D-glutamato en una concentracién de 40
UM (Sigma Aldrich, Estados Unidos) a temperatura ambiente (+ 22 °C). Se conecté la
probe a los tubos de microdialisis (BASi, Estados Unidos) de manera tal que a través del
conducto de entrada o inlet de la probe se ingresé solucién Ringer y por el outlet se
colectd el dializado en viales. Al igual que lo descrito para la microdialisis in vivo, la
solucién Ringer fue impulsada a una velocidad de 1,5 pl / min con el uso de una jeringa

Hamilton de 1 ml en una bomba de ultraperfusién constante (BASi, Estados Unidos).
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Después de un tiempo de equilibrio de 30 min, se recogieron dos muestras sucesivas
cada 15 min. Inmediatamente después, se cuantificd el glutamato y se calculd el
porcentaje de recuperacion in vitro, comparando la concentracién de la muestra con la
concentracion contenida en la solucion en la cual se sumergié la probe. En promedio, el
valor porcentual de recuperacion in vitro para glutamato en nuestras probes fue de
aproximadamente 10%, con valores que variaron entre el 5% y el 15%. Este
procedimiento se realizd con todas y cada uno de las probes el mismo dia (unas horas
antes) que la implantacién de las mismas mediante cirugia estereotaxica. La importancia
de este ensayo recae en que aquellas probes que mostraron un porcentaje de
recuperacion inferior al 5% no fueron usadas, es decir que no fueron implantadas en los
animales. Ademas, este ensayo permitid descartar con anticipacidon a aquellas probes
gue presentaban algun defecto de fabricacion, como la falta de circulaciéon de liquido o

pérdidas, lo cual conducia a variaciones en el volumen final colectado.
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A. Consideraciones metodologicas del modelo de reinstalacion
inducida por estrés bajo el paradigma de preferencia
condicionada a un sitio asociado a cocaina.

1. Poblacidon de animales en estudio.

En primer lugar, es importante destacar que aproximadamente un 38-40% del
total de animales empleados para el presente estudio no superaron los diferentes test
del modelo conductual de CPP y debieron ser descartados por no cumplir con los
criterios establecidos. Un porcentaje similar (36%) fue reportado en un trabajo previo
de nuestro laboratorio (De Giovanniy col., 2016).

Durante el test basal (TB), o pre-condicionamiento como también se puede
encontrar en la bibliografia, aproximadamente un 6% de los animales demostraron una
preferencia incondicionada por alguno de los compartimentos del aparato de CPP o
permanecieron mas de 300 segundos en el corredor central, por lo cual debieron ser
descartados.

Luego del test de condicionamiento (TC) fueron descartados aproximadamente un
30-40% de los animales que habian superado el test basal previo y que habian sido
sometidos al protocolo de condicionamiento de 8 dias. Como se ha mencionado en la
seccidn Materiales y Métodos, los animales descartados en esta etapa fueron aquellos
gue no evidenciaron preferencia condicionada al contexto asociado a la inyeccién de
cocaina segun el criterio establecido, es decir aquellos animales que permanecieron
menos del 66% del tiempo total del test dentro del compartimento asociado a la droga.
A pesar de que muy pocos trabajos reportan la cantidad (relativa o absoluta) de animales
excluidos en cada uno de los test del protocolo de CPP, nuestros valores se podrian
asemejar a los obtenidos por otros laboratorios. Por ejemplo, en el trabajo de Brenhouse
& Andersen (2008) se reporta que ratas adultas y adolescentes de la cepa Wistar
adquieren el CPP de manera robusta cuando se usa una dosis de cocaina de 20 mg/kg,
pero cuando se usa una dosis de 10 mg/kg de cocaina menos de la mitad de los animales
adultos (3/8) y todos los animales adolescentes adquieren la preferencia condicionada
por el contexto apareado a la droga. Es decir, el proceso de adquisicién del CPP es

variable, depende de la edad, de la dosis y probablemente de varias otras variables
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experimentales. En la bibliografia no se encuentra ningln trabajo que analice
sistemdaticamente este fendmeno, pero de modo general se podria comparar con
resultados epidemiolégicos que indican que no todas las personas que experimentan
con drogas desarrollan dependencia.

Luego de que los animales pasaran por la etapa de extincion de la preferencia
condicionada, entre un 5y 10% de los mismos no cumplieron con el criterio establecido
para el test de extincidon, es decir que pasaron mas del 66% del tiempo total del test
dentro del compartimento asociado a la droga. Este porcentaje bajo de animales
descartados es consistente con las conclusiones de trabajos previos, incluido el nuestro,
que sostienen que la aplicacién del protocolo de extinciéon por apareamiento salino
resulta efectivo para disminuir la preferencia condicionada al contexto asociado a
cocaina (De Giovanni y col., 2016; Itzhak & Anderson, 2012; Mueller & Stewart, 2000).
Por otro lado, cabe destacar que aproximadamente 1 de cada 10 animales no superd
exitosamente la etapa de cirugia estereotdxica para implantacion de las canulas guia o
de las probes de microdidlisis, ya sea por una falla cardiaca ante la administracion de la
anestesia, por una recuperacién tardia o deficiente de su estado de salud general, o por
algun incidente con el implante craneal.

En sintesis, un 60% de la cantidad inicial de animales fue finalmente evaluado en
el test de reinstalacion inducida por estrés bajo los distintos tratamientos
experimentales designados.

En el caso de los experimentos de microdialisis in vivo (Objetivos especificos 2, 3y
4), los valores porcentuales de animales descartados por incumplir con los criterios de
inclusion para cada uno de los test fueron los mismos y solo se usaron los animales que

fueron superando cada una de las etapas.
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2. Relacion entre el tiempo de inmovilizacion y la reinstalacion de la

preferencia condicionada a un sitio asociado a cocaina.

En la Figura 1A se presenta, de manera esquemadtica y cronoldgica (en dias), la

linea del tiempo del protocolo general empleado en el presente trabajo para inducir la

reinstalacion inducida por estrés por inmovilizacidon, en animales que previamente
extinguieron el CPP asociado a cocaina. Esta linea del tiempo incluye el test de
preferencia basal (TB), las fases de condicionamiento y extincion con sus test
correspondientes (TCy TE), y el dia de la reinstalacidon propiamente dicha en donde se
aplicaron los distintos tratamientos a analizar, que en este caso son las diferentes
duraciones de la sesion de estrés (0, 15 y 30 min) previa al test de reinstalacion (TR). A
los fines practicos del andlisis integrado planteado en esta seccidn, se omitid el proceso
de microinyeccion y la etapa de cirugia estereotdxica (ver experimentos de la seccién
siguiente). Las bases comportamentales de nuestro protocolo de CPP ya han sido
publicadas previamente (De Giovanni y col., 2016) y en la presente tesis se vuelve a
presentar un analisis de los datos de conducta de la reinstalacién del CPP en respuesta
a las distintas intensidades de inmovilizacion utilizadas para nuestros objetivos.

Cabe destacar que de ahora en adelante nos referiremos a los compartimentos
del CPP como “el contexto apareado a cocaina” y “el contexto no apareado a cocaina o
apareado a solucidn salina” segun la designacién individual que se hizo previamente con
cada animal durante la etapa de condicionamiento. Es decir, que el compartimento
designado (negro o blanco indistintamente) para asociar con la inyeccidon de cocaina
durante el condicionamiento, sirve de referencia para evaluar los cambios en la
preferencia (aumento o disminucién) por dicho compartimento segun se vaya
avanzando con el protocolo de CPP. De hecho, para esta tesis el indice de preferencia se
expresa como la diferencia entre el tiempo de permanencia en el contexto asociado a
cocaina menos el tiempo de permanencia en el contexto asociado a solucién salina
[CONTEXTO COC — CONTEXTO SAL].

Como ya se describid en la seccidn correspondiente de Materiales y Métodos, el
dia de la reinstalaciéon los animales fueron inmovilizados en un dispositivo de acrilico

dentro del corredor central del aparato de CPP (15 o 30 min) o permanecieron en su
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caja-hogar (grupo sin estrés). Inmediatamente después se realizé el TR propiamente
dicho, permitiéndo a los animales el libre acceso a todo el aparato y midiendo el tiempo
de permanencia en cada compartimento durante 15 min. En la Figura 1B se muestran
los datos de comportamiento de todos los test de CPP correspondientes a los animales
controles (que recibieron un tratamiento con solucion vehiculo) de los experimentos
farmacoldgicos descriptos mds abajo (I al V).

Como puede observarse en el TR de la Figura 1B, los animales estresados durante
30 min (E30) mostraron un marcado restablecimiento de la preferencia por el contexto
previamente asociado a la droga, mientras que los animales expuestos sélo a 15 min de
inmovilizacién (E15), o que no fueron estresados (NE), no evidenciaron tal aumento de
la preferencia. El grupo E30 fue el Unico que en el TR permanecié mas tiempo en el
contexto asociado a cocaina que dentro del compartimento asociado a salina, en
relacién a los tiempos de permanencia registrados durante el TE previo. Un ANOVA de
dos vias (test x duracién del estrés) con los test (TE vs.TR) como muestras repetidas se
aplico a los datos de esta figura. El andlisis estadistico arrojé un efecto significativo del
test, F(1, 47)= 36,94, p<0,0001; de la duracidn del estrés, F, 47= 21,64, p<0,0001; y de la
interaccion test x duracién del estrés F(2, 47)= 31,07, p<0,0001. El test de comparaciones
multiples post hoc de Bonferroni reveld el aumento significativo del indice de
preferencia del grupo E30 con respecto a los grupos NE y E15 durante el RT (p<0,0001),
y con respecto a los valores del mismo grupo, pero durante el TE (p<0,0001). En
conclusién, una sesiéon de estrés de 30 min, pero no de 15 min, indujo reinstalacién de
la preferencia condicionada a cocaina previamente extinguida. A partir de esta
observacion, la sesion de estrés por inmovilizacion de 15 min fue elegida al momento
del disefio de los experimentos con el agonista CB1R ACEA (Experimentos IIl, IVy V) y
denominada “estrés sub-umbral” a los fines practicos de la descripcion de los resultados.
Dicha eleccidn se basa en la hipdtesis de que el efecto de un estrés sub-umbral puede
ser potenciado por un tratamiento farmacolégico que facilite algin mecanismo celular
subyacente, en este caso la activacidn de los CB1Rs.

En la Figura 1B también se presentan los datos de los test TB y TC. Tal como se
observa en la figura y como demuestra el andlisis estadistico, los animales de todos los

grupos evidenciaron un aumento significativo de la preferencia por el contexto asociado
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a la droga durante el TC con respecto a los valores obtenidos durante el TB previo. Esta
adquisicion del CPP fue uniforme para todos los grupos, sin diferencias significativas
entre los mismos. El ANOVA de dos vias (test x duracion del estrés) con los test (TB vs.TC)
considerados como muestras repetidas reveld el efecto principal de este ultimo factor
solamente, F(1,47)= 315,1, p<0,0001. El test post hoc reveld que los indices de preferencia
de todos los grupos son significativamente diferentes a los medidos previamente en el
TB (p<0,0001), sin diferencias entre los grupos. En base a la bibliografia especifica del
método (Mueller & Stewart, 2000; Tzschentke, 2007), este aumento significativo en el
tiempo de permanencia refleja la adquisiciéon del aprendizaje y la expresion de la
respuesta condicionada. De la misma manera, a partir de la Figura 1B podemos afirmar
que la aplicaciéon del protocolo de extincién por apareamiento salino redujo la
preferencia condicionada al sitio previamente asociado con cocaina. Esta extincion del
CPP queda evidenciada mediante la disminucidn significativa del indice de preferencia
durante el TE con respecto a la preferencia determinada previamente durante el TC. Al
aplicar un ANOVA de dos vias de muestras repetidas a los datos de los test TC y TE se
evidencia el efecto significativo del test, F(1, 47= 120,7, p<0,0001, y el test post hoc
evidencia la diferencia significativa entre los indices de preferencia de ambos test

(p<0,0001), sin diferencias entre los grupos.
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Figura 1. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccidén de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucién salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
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Reinstalacion inducida por estrés. Los procedimientos de estrés llevados a cabo el dia de la reinstalacion
se describen en el texto. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo.
Contexto COC — Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la
droga y el contexto asociado a salina. NE=Animales no sometidos a estrés en el TR. E30=Animales
sometidos a una sesion de estrés por inmovilizaciéon de 30 min de duracién en el TR. E15=Animales
sometidos a una sesion de estrés por inmovilizacion de 15 min de duracién en el TR. Los animales que
fueron estresados durante 30 min muestran un marcado aumento del indice de preferencia durante el TR
(#####p<0,0001 en comparacién con el mismo grupo durante el TE y @ @@ @p<0,0001 en comparacion
con los grupos NE y E15). Las barras con puntos representan la media + S.E.M., N=23 para el grupo NE,
N=13 para el grupo E15, y N=14 para el grupo E30. Durante el TC, se evidencia que todos los grupos
adquirieron previamente el CPP de manera uniforme, sin diferencias en el indice de preferencia entre
ellos (###p<0,001 en comparacion con el TB). Durante el TE, se evidencia que todos los grupos
extinguieron el CPP de manera uniforme (****p<0,0001 en comparacién con el TC).
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B. RESULTADOS EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Influencia de la administracidon local de ligandos para los
CB1Rs, en NAc Core o en NAc Shell, en la reinstalacion de la preferencia
condicionada a cocaina inducida por estrés

Experimento l. La administracion local de AM251 en NAc Core previene la reinstalacion

de la conducta de preferencia condicionada a cocaina inducida por la exposiciéon a un

estrés por inmovilizacion de 30 min

Diseiio Experimental

Con el objetivo de evaluar la participacion de los CB1Rs localizados en NAc Core en
la reinstalacion inducida por estrés, animales que previamente adquirieron y luego
extinguieron la preferencia condicionada a un compartimento asociado a cocaina (ver
linea del tiempo en la Figura 2A) fueron designados al azar en los siguientes seis
tratamientos experimentales:

1. Microinfusién de vehiculo, DMSO 10% + permanencia en su caja-hogar
(VEH/NE).

2. Microinfusién de vehiculo, DMSO 10% + sesidn de estrés por inmovilizaciéon de
30 min (VEH/E30).

3. Microinfusién de AM251 en una dosis de 2,5 nmol /0,5 pl/lado + permanencia
en su caja-hogar (AM251-2,5/NE).

4. Microinfusion de AM251 en una dosis de 2,5 nmol /0,5 pl/lado + sesion de
estrés por inmovilizacién de 30 min (AM251-2,5/E30).

5. Microinfusién de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + permanencia en
su caja-hogar (AM251-5/NE).

6. Microinfusién de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + sesidn de estrés
por inmovilizacion de 30 min (AM251-5/E30).

Tal como se presenta en la linea del tiempo de la Figura 2A, la prueba de
reinstalacion (TR) se llevd a cabo el dia posterior al test de extincion (TE). La
microinfusion de AM251 en NAc Core (bilateral, 0,5 ul por hemisferio) se realizé tal como

se describié en la seccién de Materiales y Métodos, 5 min antes de exponer a los
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animales al estrés por inmovilizacién. Una vez finalizado el tiempo de exposicion al
estrés, los animales fueron liberados del inmovilizador (o retirados de su caja-hogar en
el caso del grupo “sin estrés”) e inmediatamente se les dio acceso libre a todo el aparato

de CPP durante 15 min para medir los tiempos de permanencia en cada compartimento.
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Figura 2. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccidon de cocaina 10 mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
Reinstalacion inducida por estrés. La cirugia estereotaxica para implantacion de canulas guia se realizé a
la mitad de la etapa de extincidn. Los procedimientos de microinyeccion y estrés llevados a cabo el dia de
la reinstalacidén, como asi también los detalles de cada grupo experimental, se describen en el texto.

Resultados

Como se observa en la Figura 2B, se demostré que la microinyeccion local del
antagonista de los CB1Rs (AM251) en NAc Core, en su dosis mas alta (5 nmol/0,5 pl/lado:
AM251-5) e inmediatamente antes de la exposicidn a estrés por inmovilizaciéon de 30
min (E30), previno la reinstalacidon de la preferencia condicionada al contexto asociado
con cocaina. Este efecto fue evidenciado por la falta de aumento en el tiempo de
permanencia en el contexto asociado a cocaina si se lo compara con los datos del grupo
de animales que recibié la microinyeccion de solucidn vehiculo antes de la exposicidn al
estrés (VEH/E30). Este ultimo grupo fue el Unico que evidencié un aumento significativo
en el indice de preferencia durante el TR con respecto a lo observado durante el TE del
dia previo (###p<0,001). Ninguno de los grupos que permanecieron en sus cajas-hogar
(grupos “sin estrés”, NE) mostraron un aumento de la preferencia durante el TR con
respecto a sus respectivos resultados durante el TE previo. Con respecto a los animales
que recibieron la dosis mas baja del antagonista AM251 (2,5 nmol/0,5ul/ lado) antes del
estrés por inmovilizacién, se observé una tendencia no significativa a la reinstalacion de
la preferencia, es decir un aumento no significativo de la preferencia durante el TR con
respecto al TE previo. Esto podria indicar que esta dosis de AM251 redujo la probabilidad
de reinstalacion luego del estrés, aunque se mantuvo una tendencia a la falta de efecto.

Cabe destacar que los valores de preferencia de este grupo son similares (no hay

diferencia estadistica) a los obtenidos para el grupo que si evidencia una robusta
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reinstalacion (el grupo VEH/E30). En conjunto con la tendencia a la reinstalacion, se
sugiere una falta de efecto supresor de la reinstalacion por parte de la dosis mas baja de
AM251. En resumen, AM251 microinyectado directamente en NAc Core previene, de
manera dosis-dependiente, la reinstalacion del CPP inducida por estrés por
inmovilizacién.

Los datos de la Figura 2B fueron analizados mediante un ANOVA de tres vias (test
X tratamiento x estrés) con los test como muestras repetidas (TE vs.TR). La estadistica
reveld un efecto de la interaccidn entre el estrés y el tratamiento, Fp,28=11,19, p<0,05;
de la interaccion entre el tratamiento y el test, F(2,28=8,58, p<0,05; y de la interaccion
entre el estrés, el tratamiento y el test, F(2,28)=6,62, p<0,05. Las comparaciones post hoc
de Bonferroni indicaron que el indice de preferencia observado en el grupo VEH/E30
durante el TR fue diferente al observado para el mismo grupo durante el TE previo,
###p<0,001, y diferente a los indices de preferencia observados durante el TR para los
grupos VEH/NE, AM251-2,5/NE, AM251-5/NE y AM251-5/E30, p<0,001. El test de
comparaciones multiples también revela que el indice de preferencia negativo
reportado para el grupo AM251-5/E30 durante el TR es diferente al de los grupos que
recibieron la microinyeccién de VEH y AM251-2,5 y que no fueron estresados (NE),
p<0,05. Por otro lado, no se observé una diferencia significativa entre los niveles de
preferencia del grupo AM251-5/E30 durante el ET y el RT, ni tampoco con respecto al
grupo AM251-5/NE durante el RT.

En la Figura 2B también se muestran los resultados del TBy el TC correspondientes
a los mismos animales que fueron finalmente evaluados en el TR. Tal como se observa
en la figura y como demuestra el analisis estadistico, todos los animales de todos los
grupos evidenciaron un aumento significativo de la preferencia por el contexto asociado
a la droga durante el TC con respecto a los valores obtenidos durante el TB previo. Esta
adquisicion del CPP fue uniforme para todos los grupos, sin diferencias significativas
entre los mismos. El ANOVA de tres vias con los test (TB vs.TC) considerados como
muestras repetidas reveld el efecto principal de este ultimo factor solamente, F(4,
28)=343,2, p<0,0001. La extinciéon del CPP queda evidenciada mediante la disminucion

significativa del indice de preferencia durante el TE con respecto a la preferencia
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determinada previamente durante el TC (ANOVA de tres vias con TCy TE como muestras
repetidas, efecto significativo del test, F(1,28= 117,6, p<0,0001).

La Figura 2C muestran los valores de actividad locomotora, expresados como la
suma de las “cuentas totales” medidas para ambos compartimentos durante el TR. Se
puede observar que ningln grupo muestra una reduccién o un incremento significativo
de la actividad locomotora en el aparato de CPP. Esta observacién estd respaldada

estadisticamente por un ANOVA de una sola via, Fs, 2= 1,52, p=0,216.
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Figura 2. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo. Contexto COC —
Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la droga y el contexto
asociado a salina. VEH= Solucién vehiculo, DMSO 10%. Dosis de AM251 microinyectadas en NAc Core
previo al TR: 2,5y 5 nmol/0,5ul/lado (AM251-2,5 y AM251-5). NE=Animales no sometidos a estrés en el
TR. E30=Animales sometidos a una sesion de estrés por inmovilizacién de 30 min de duraciéon en el TR.
Los animales que fueron microinyectados con VEH en NAc Core 5 min antes de la exposicién a estrés
muestran un marcado aumento del indice de preferencia durante el TR (### p<0,001 en comparacidn con
el mismo grupo durante el TE y *** p<0,001 en comparacion con los grupos NE y el grupo AM251-5/E30
durante el TR). La microinyeccidén de la dosis mas alta de AM251 previene este efecto (*p<0,05 en
comparacion con los grupos VEH y AM251-2,5 durante el TR). Las barras con puntos representan la media
+ S.E.M., N=6 para los grupos VEH/NE y AM251-5/E30, N=5 para los grupos AM251-2,5/NE, AM251-
2,5/E30 y AM251-5/NS, y N=7 para el grupo VEH/E30. Durante el TC, se evidencia que todos los grupos
adquirieron previamente el CPP de manera uniforme, sin diferencias en el indice de preferencia entre
ellos (##p<0,001 en comparacién con el TB). Durante el TE, se evidencia que todos los grupos extinguieron
el CPP de manera uniforme, sin diferencias en el indice de preferencia entre ellos (#p<0,05 en
comparacion con el TC). (C) Actividad Locomotora. Cuentas totales de movimiento ambulatorio (media +
S.E.M.) registradas durante el test de reinstalacion. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos.

Localizacion de las microinfusiones
En la Figura 2D se representa la ubicacién de los sitios de microinfusion de las
distintas dosis de AM251 y de la solucidén vehiculo en los animales que fueron incluidos

en los analisis estadisticos de este experimento.
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Experimento Il. La administracion local de AM251 en NAc Shell no previene la

reinstalacion de la conducta de preferencia condicionada a cocaina inducida por la

exposicion a un estrés por inmovilizacion de 30 min

Disefo Experimental

Con el objetivo de evaluar la participacion de los CB1Rs localizados en NAc Shell en
la reinstalacién inducida por estrés, los animales que cumplieron con los criterios de
extincion del CPP fueron sometidos al procedimiento de microinyeccion y de estrés de
la misma manera al procedimiento detallado en el experimento anterior (ver linea del
tiempo en la Figura 3A). Los grupos experimentales fueron los siguientes:

1. Microinfusiéon de vehiculo, DMSO 10% + permanencia en su caja-hogar
(VEH/NE).

2.  Microinfusién de vehiculo, DMSO 10% + sesidén de estrés por inmovilizaciéon
de 30 min (VEH/E30).

3. Microinfusion de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + permanencia
en su caja-hogar (AM251-5/NE).

4. Microinfusién de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + sesion de
estrés por inmovilizacién de 30 min (AM251-5/E30).

La microinfusién de AM251 se realizé directamente en NAc Shell (bilateral, 0,5 pl
por hemisferio) 5 min antes de exponer a los animales al estrés por inmovilizaciéon. Una

vez finalizado el tiempo de exposicidon al estrés, los animales fueron liberados del
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inmovilizador (o retirados de su caja-hogar en el caso del grupo “sin estrés”) e
inmediatamente se les dio acceso libre a todo el aparato de CPP durante 15 min para

medir los tiempos de permanencia en cada compartimento.
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Figura 3. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccion de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccidn de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
Reinstalacion inducida por estrés. La cirugia estereotdxica para implantacidn de cadnulas guia se realizé a
la mitad de la etapa de extincidn. En cada test los animales pueden recorrer libremente todo el aparato
de CPP durante 15 min. Los procedimientos de microinyeccion y estrés llevados a cabo el dia de la
reinstalacion, como asi también los detalles de cada grupo experimental, se describen en el texto.

Resultados

Como se observa en la Figura 3B, la microinyeccion de AM251 directamente en
NAc Shell, en su dosis mas alta (5 nmol/0,5 pul), no fue capaz de suprimir la reinstalacion
de la conducta de preferencia inducida por estrés. Esta conclusién deriva de la ausencia
de una diferencia significativa entre los indices de preferencia observados durante el TR
para los grupos de animales sometidos al estrés por inmovilizacién y que previamente
recibieron la microinyeccion de VEH o de AM251 en NAc Shell. Ambos grupos mostraron
un aumento significativo en el tiempo de permanencia en el contexto asociado a la droga
durante el TR con respecto al tiempo medido durante el TE del dia previo. Los animales
que no fueron expuestos al estrés (de los grupos VEH/NE y AM251-5/NE) no
evidenciaron tal aumento en el indice de preferencia.

El ANOVA de tres vias (test x tratamiento x estrés) con los test como muestras
repetidas (TE vs.TR) reveld el efecto principal del estrés, F(1,22=27,57, p<0,05; del test,
F(1,22=19,63, p<0,05; y de la interaccion entre el estrés y el test F(1,22)=46,08, p<0,05. Las
comparaciones post hoc de Bonferroni indicaron que los indices de preferencia de los
grupos VEH/E30 y AM251-5/E30 durante el TR fueron diferentes a los indices de los
mismos grupos medidos durante el TE, p<0,001, y a los indices de los grupos no
sometidos al estrés (VEH/NE y AM251-5/NE) durante el TR, p<0,001.

En la Figura 3B también se muestran los resultados del TB y TC y se observa que

los animales de todos los grupos evidenciaron un aumento significativo de la preferencia

por el contexto asociado a la droga durante el TC con respecto a los valores obtenidos
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durante el TB previo. Esta adquisicion del CPP fue uniforme para todos los grupos, sin
diferencias significativas entre los mismos. El ANOVA de tres vias con los test (TB vs.TC)
considerados como muestras repetidas revelé el efecto principal de este ultimo factor
solamente, F(1, 22= 171,5, p<0,0001. La extincidon del CPP para todos los grupos queda
evidenciada mediante un ANOVA de tres vias, con TC y TE como muestras repetidas, en
el cual se demuestra el efecto significativo del test solamente, F(1, 22= 62,88, p<0,0001.

El andlisis de la actividad locomotora (Figura 3C) mediante la comparacién entre
las cuentas totales medidas en ambos compartimentos del CPP indica que no hay
diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales que recibieron las
microinyecciones de AM251 o VEH en NAc Shell (ANOVA de una via, F3, 22= 1,96,
p=0,149).
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Figura 3. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo. Contexto COC —
Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la droga y el contexto
asociado a salina. VEH= Solucién vehiculo, DMSO 10%. Dosis de AM251 microinyectada en NAc Shell en
el TR: 5 nmol/0,5 pl/lado (AM251-5). NE=Animales no sometidos a estrés en el TR. E30=Animales
sometidos a una sesidn de estrés por inmovilizacion de 30 min de duracidn en el TR. Los animales que
fueron microinyectados con VEH en NAc Shell 5 min antes de la exposicion a estrés muestran un marcado
aumento del indice de preferencia durante el TR (*** p<0,001 en comparacién con los grupos NE durante
el TR; ##t# p<0,001 en comparacidn con el mismo grupo pero durante el TE). La microinyeccion de la dosis
mas alta de AM251 en NAc Shell no previene este efecto. Las barras con puntos representan la media +
S.E.M., N=7 para los grupos VEH/NE y VEH/E30, y N=6 para los grupos AM251-5/NE y AM251-5/E30.
Durante el TC, se evidencia que todos los grupos adquirieron previamente el CPP de manera uniforme,
sin diferencias en el indice de preferencia entre ellos (##p<0,001 en comparacién con el TB). Durante el
TE, se evidencia que todos los grupos extinguieron el CPP de manera uniforme (#p<0,05 en comparacion
con el TC). (C) Actividad Locomotora. Cuentas totales de movimiento ambulatorio (media + S.E.M.)
registradas durante el test de reinstalacion. No se encuentran diferencias entre los grupos.
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Localizacidn de las microinfusiones
En la Figura 3D se representa la ubicaciéon de los sitios de microinfusién de AM251
y de la solucion vehiculo en el NAc Shell de los animales que fueron incluidos en los

analisis estadisticos de este experimento.

D NAc Shell Figura 3. (D) Esquemas de las secciones coronales del cerebro
BAM251-5 e rata, adaptadas del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson
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Experimento lll. La administracion local de ACEA en NAc Core, en combinacion con una

exposicion a estrés sub-umbral, induce reinstalacién de la preferencia condicionada a

cocaina

Diseio Experimental

Con el objetivo de implementar una herramienta farmacoldgica adicional para
evaluar la participacién de los CB1Rslocalizados en NAc Core en la reinstalacién inducida
por estrés, se realizéd la microinyeccién localizada del agonista ACEA en aquellos
animales que cumplieron con los criterios de extincion del CPP (ver linea del tiempo en
la Figura 4A). La duracidn de la sesién de estrés por inmovilizacién elegida para este
experimento fue la de 15 min, es decir una intensidad del estrés que no induce

IH

reinstalacion por lo cual la llamamos “sub-umbral”. Dicha eleccién se basa en la hipdtesis
de que el efecto de un estrés sub-umbral puede ser potenciado por un tratamiento
farmacoldgico que facilite algin mecanismo celular subyacente, en este caso la
activacion de los CB1Rs.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:
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1. Microinfusion de vehiculo, DMSO 0,1% en solucidn salina + permanencia en su
caja-hogar (VEH/NE).

2. Microinfusién de vehiculo, DMSO 0,1% en solucién salina + sesidon de estrés por
inmovilizacién de 15 min (VEH/E15).

3. Microinfusién de ACEA en una dosis de 0,001 fmol /0,5 pl/lado + permanencia
en su caja-hogar (ACEA-0,001/NE).

4. Microinfusiéon de ACEA en una dosis de 0,001 fmol /0,5 pl/lado + sesion de
estrés por inmovilizacién de 15 min (ACEA-0,001/E15).

5. Microinfusién de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + permanencia
en su caja-hogar (ACEA-0,01/NE).

6. Microinfusién de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + sesion de estrés
por inmovilizacién de 15 min (ACEA-0,01/E15).

La microinfusién de ACEA también se realizé de manera bilateral (0,5 ul por
hemisferio) en NAc Core, 5 min antes de exponer a los animales al estrés por
inmovilizacién. Una vez finalizado el tiempo de exposicion al estrés, los animales fueron
liberados del inmovilizador (o retirados de su caja-hogar en el caso del grupo “sin
estrés”) e inmediatamente se les permitié acceso libre a todo el aparato de CPP durante

15 min para medir los tiempos de permanencia en cada compartimento.
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Figura 4. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccion de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucién salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
Reinstalacion inducida por estrés. La cirugia estereotaxica para implantacion de canulas guia se realizé a
la mitad de la etapa de extincidn. En cada test los animales pueden recorrer libremente todo el aparato
de CPP durante 15 min. Los procedimientos de microinyeccién y estrés llevados a cabo el dia de la
reinstalacion, como asi también los detalles de cada grupo experimental, se describen en el texto.

Resultados

En este experimento (Figura 4B) puede apreciarse que los animales que recibieron
la microinyeccién de ACEA en su dosis mas alta (0,01 fmol/0,5 ul/lado), previamente a
ser expuestos al estrés por inmovilizacion durante 15 min, expresaron un tiempo de

permanencia significativamente mayor en el contexto asociado a la droga durante el TR,
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en comparacion con los tiempos de permanencia medidos para los mismos animales
durante el TE del dia previo. En contraste, los otros grupos que también fueron
expuestos a estrés sub-umbral, pero previamente fueron administrados con VEH o con
ACEA en una dosis mas baja (0,001 fmol/0,5 ul/lado), no evidenciaron la reinstalacién
del CPP. Ademas, la microinyeccidon de ACEA por si sola en cualquiera de sus dosis, en
animales "sin estrés" (NE), no produjo reinstalacion de la preferencia. En resumen, estos
resultados indican que la activacién de los CB1Rs en NAc Core es capaz de facilitar o
potenciar la precipitacién de la reinstalacién de la preferencia condicionada a cocaina
luego de la exposicidn a una sesidon de estrés que no induce reinstalacidn por si sola.

El ANOVA de tres vias (test x tratamiento x estrés), con los test como muestras
repetidas (TE vs.TR), revelé un efecto de la interaccion entre el test y el tratamiento,
F(2,20=6,67, p<0,05; de la interaccidn entre el estrés y tratamiento, F(2,29)=7,60, p<0,05; y
de la interaccién entre el test, el estrés y el tratamiento F(2,29=7,23, p<0,05. No se
encontrd un efecto significativo en la interaccidn entre el test y el estrés, F(1,29=3,75,
p=0,062, consistente con la falta de efecto del estrés sub-umbral sobre la reinstalacién.
Las comparaciones multiples mediante el test post hoc de Bonferroni indican una
diferencia entre el grupo ACEA-0,01/E15 con el resto de los tratamientos durante el TR,
p<0,01, y con el indice de preferencia del mismo grupo medido durante el TE, p<0,0001.

El andlisis estadistico de los indices de preferencia obtenidos durante el TB y el TC
(Figura 4B) demuestra que todos los grupos de animales evidenciaron un aumento
significativo de la preferencia por el contexto asociado a la droga durante el TC con
respecto al TB, es decir que demuestra que todos los animales adquieren el aprendizaje
condicionado y que no existen diferencias significativas entre los grupos. El ANOVA de
tres vias con los test (TB vs.TC) considerados como muestras repetidas reveld el efecto
principal de este ultimo factor solamente, F(1,29)= 113,3, p<0,0001. El andlisis estadistico
de los indices de preferencia obtenidos durante el TC y el TE demuestra que todos los
grupos de animales evidenciaron la extincion del CPP (ANOVA de tres vias con muestras
repetidas, efecto significativo del test, F(1, 29=58,2, p<0,0001).

Finalmente, el andlisis de la actividad locomotora dentro de los compartimentos
durante el TR demostré que no existen diferencias significativas en este parametro entre

los distintos grupos de animales (Figura 4C; ANOVA de una via, F(s,29= 1,509, p=0,2176).
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Figura 4. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo. Contexto COC —
Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la droga y el contexto
asociado a salina. VEH= Solucién vehiculo, DMSO 0.1% en solucidn salina. Dosis de ACEA microinyectadas
en NAc Core en el TR: 0,001 y 0,01 fmol/0,5 ul/lado (ACEA-0,001 y ACEA-0,01). NE=Animales no sometidos
a estrés en el TR. E15=Animales sometidos a una sesion de estrés por inmovilizacién de 15 min de duracién
en el TR. Los animales que recibieron VEH en NAc Core 5 min antes de la exposicidn a estrés no muestran
un aumento en el indice de preferencia durante el TR. En cambio, la microinyeccién de la dosis mas alta
de ACEA, sdélo en combinacidén con el estrés de 15 min, induce la reinstalacién del CPP (**p<0,01
comparado con el resto de los tratamientos durante el TR, ####p<0,0001 comparado con el indice de
preferencia del mismo grupo medido durante el TE). Las barras con puntos representan la media £+ S.E.M.,
N=6 para los grupos VEH/NE, ACEA-0,001/NE y ACEA-0,01/E15; N=5 para los grupos ACEA-0,001/E15 y
ACEA-0,01/NE; y N=7 para el grupo VEH/E15. Durante el TC y el TE, se evidencia que todos los grupos
adquirieron y extinguieron, respectivamente, el CPP de manera uniforme, sin diferencias en el indice de
preferencia entre ellos (#p<0,05 en comparacién con el TB, @p<0,05 en comparacién con el TC). (C)
Actividad Locomotora. Cuentas totales de movimiento ambulatorio (media + S.E.M.) registradas durante
el test de reinstalacion. No se observan diferencias significativas entre los grupos.

Localizacion de las microinfusiones

En la Figura 4D se representa la ubicacion de los
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Experimento IV. La administracion local de ACEA en NAc Shell, en combinacidon con

una exposicion a estrés sub-umbral, no induce reinstalacion de la preferencia

condicionada a cocaina

Diseiio Experimental

De la misma manera que para el experimento anterior, se evalud la influencia de
la microinyeccion de ACEA directamente en NAc Shell en la reinstalacion del CPP al ser
combinada con una sesion de estrés sub-umbral (ver linea del tiempo en la Figura 5A).
Los grupos experimentales fueron los siguientes:

1. Microinfusion de vehiculo, DMSO 0.1% en solucidn salina + permanencia en su
caja-hogar (VEH/NE).

2. Microinfusién de vehiculo, DMSO 0.1% en solucidn salina + sesion de estrés por
inmovilizacién de 15 min (VEH/E15).

3. Microinfusién de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + permanencia
en su caja-hogar (ACEA-0,01/NE).

4. Microinfusion de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + sesidn de estrés

por inmovilizacién de 15 min (ACEA-0,01/E15).
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Figura 5. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccion de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccidn de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
Reinstalacion inducida por estrés. La cirugia estereotaxica para implantacion de canulas guia se realizé a
la mitad de la etapa de extincidn. En cada test los animales pueden recorrer libremente todo el aparato
de CPP durante 15 min. Los procedimientos de microinyeccion y estrés llevados a cabo el dia de la
reinstalacion, como asi también los detalles de cada grupo experimental, se describen en el texto.

Resultados

La Figura 5B muestra que los animales sometidos al estrés por inmovilizacién
durante 15 min, como asi también los no estresados, no evidenciaron la conducta de
reinstalacion de la preferencia al contexto asociado con cocaina, independientemente
de si recibieron ACEA (0,01 fmol/0,5 pl/lado) o VEH directamente en NAc Shell. Es decir
que, a diferencia de lo que se observé con la microinfusién en NAc Core, la dosis mas
alta de ACEA administrada en NAc Shell no fue capaz de facilitar o potenciar el aumento

de la preferencia condicionada por el contexto previamente asociado a cocaina luego
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de aplicar el estrés de 15 min. El ANOVA de tres vias (test x tratamiento x estrés), con
los test como muestras repetidas (TE vs.TR), revela que no hubo un efecto significativo
en la interaccion entre test, estrés y tratamiento, F(1,18=0,19, p=0,664; encontrando
resultados similares entre el TE y el TR para todos los grupos experimentales, ya sean
microinyectados con ACEA o VEH y estresados o no estresados.

El analisis estadistico de los indices de preferencia obtenidos durante el TBy el TC
(Figura 5B) demuestra que todos los grupos de animales evidenciaron un aumento
significativo de la preferencia por el contexto asociado a la droga durante el TC con
respecto al TB, y que no existen diferencias significativas entre los grupos. El ANOVA de
tres vias con los test (TB vs.TC) considerados como muestras repetidas reveld el efecto
principal de este ultimo factor solamente, F1, 18= 113,2, p<0,0001. El analisis estadistico
de los indices de preferencia obtenidos durante el TC y el TE demuestra que todos los
grupos de animales evidenciaron la extincidon del CPP (ANOVA de tres vias con muestras
repetidas, efecto significativo del test, F(1, 18=68,85, p<0,0001).

El andlisis de la actividad locomotora dentro de los compartimentos durante el
test de reinstalacién demostré que no existen diferencias significativas entre los

diferentes grupos de animales (Figura 5C; ANOVA de una via, F3,18= 0,727, p=0,549).
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Figura 5. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo. Contexto COC —
Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la droga y el contexto
asociado a salina. VEH= Solucién vehiculo, DMSO 0,1% en solucion salina. Dosis de ACEA microinyectada
en NAc Shell en el TR: 0,01 fmol/0,5 ul/lado (ACEA-0,01). NE=Animales no sometidos a estrés en el TR.
E15=Animales sometidos a una sesidn de estrés por inmovilizacidon de 15 min de duracién en el TR. Los
animales que fueron microinyectados con VEH en NAc Shell 5 min antes de la exposicién a estrés no
muestran un aumento en el indice de preferencia durante el TR. La microinyeccidn de la dosis mas alta de
ACEA en NAc Shell no facilité el aumento de la preferencia durante el TR. Las barras con puntos
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representan la media + S.E.M., N=6 para los grupos VEH/NE, VEH/E15, y N=5 para los grupos ACEA-
0,001/NE, ACEA-0,001/E15. Durante el TC, se evidencia que todos los grupos adquirieron previamente el
CPP de manera uniforme, sin diferencias en el indice de preferencia entre ellos (#p<0,05 en comparacion
con el TB). Durante el TE, se evidencia que todos los grupos extinguieron el CPP de manera uniforme
(@p<0,05 en comparacién con el TC). (C) Actividad Locomotora. Cuentas totales de movimiento
ambulatorio (media + S.E.M.) registradas durante el test de reinstalacion. No se observan diferencias
significativas.

Localizacion de las microinfusiones
En la Figura 5D se representa la ubicacién de los sitios de microinfusiéon de ACEA y
de la solucion vehiculo en el NAc Shell de los animales que fueron incluidos en los andlisis

estadisticos de este experimento.

D NAc Shall » ACEA-0,01 Figura 5. (D) Esquemas de las secciones coronales del
OVEH cerebro de rata, adaptadas del atlas estereotdxico de Paxinos
y Watson (2007), que muestran las ubicaciones bilaterales
+2.52 mm . . .
\ 1/ aproximadas de las microinyecciones en el NAc Shell de los
‘Q o’ animales incluidos en el analisis estadistico. Los nimeros a la
&8 izquierda indican los milimetros en referencia al punto
+2.28 mm ’ ; .
\o‘ | Bregma. Los simbolos representan las diferentes
8 ‘ § microinyecciones administradas.
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Experimento V. El pretratamiento con AM251 previene el efecto facilitador de la

administracion de ACEA en NAc Core sobre la reinstalacion de la preferencia

condicionada a cocaina inducida luego de la exposicion a estrés sub-umbral

Diseio Experimental

De la misma manera que para los experimentos ya descriptos (I-1V), se usaron
animales que primero adquirieron, y luego extinguieron, la conducta de CPP asociado a
cocaina (ver linea del tiempo en Figura 6A) para evaluar la especificidad del agonista
ACEA sobre los CB1Rs de NAc Core en la facilitacion de la reinstalacién de la preferencia
luego de la exposicion a estrés sub-umbral. Para este experimento se procedio a realizar
una doble microinyeccidn que consistié en administrar primero el antagonista AM251 o

VEH vy, 5 min después, el agonista ACEA. Ambas inyecciones se realizaron de manera
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bilateral en NAc Core a través de las mismas canulas guia. Una vez finalizadas las
microinyecciones, se continud con la exposicion a estrés por inmovilizacién de 15 miny
el test subsiguiente (TR). De esta manera, los grupos experimentales analizados fueron
los siguientes:

1. Microinfusién de vehiculo, DMSO 10% + Microinfusién de ACEA en una dosis
de 0,01 fmol /0,5 ul/lado + sesidon de estrés por inmovilizacién de 15 min (VEH/ACEA-
0,01/E15).

2. Microinfusién de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + Microinfusién
de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + sesion de estrés por inmovilizacion de

15 min (AM251-5/ACEA-0,01/E15).

A V4
TB QDC;G}_»OOCJ%Y\,GDQ%?\,GOC»%@,TC %vy%?.\'%‘.\%?y “ s G},VG},\‘%‘,\/%@,TE TR 5Smin 2 min 0 min
et | -~ T — T T 1
Dias 1 Condici ient 10 Extincié Extincié 23 1.0 Microinyeccion Microinyeccion Estrés por T
endicionamiento XUNCION Girygig =XHINCION “ de AM251 6VEH  de ACEA inmovilizacion
en NAc Core en NAc Core (15 min)

Figura 6. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal; COC= Inyeccion de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccion de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento; TE= Test de Extincion; TR= Test de
Reinstalacion inducida por estrés. La cirugia estereotaxica para implantacion de canulas guia se realizé a
la mitad de la etapa de extincidn. En cada test los animales pueden recorrer libremente todo el aparato
de CPP durante 15 min. Los procedimientos de microinyeccion y estrés llevados a cabo el dia de la
reinstalacion, como asi también los detalles de cada grupo experimental, se describen en el texto.

Resultados

Los resultados presentados en la Figura 6B demuestran que el pretratamiento con
AM251 en NAc Core, antes de la microinfusion de ACEA, previene el efecto facilitador
del agonista para precipitar la reinstalacién de la preferencia ante la exposicién de un
estrés sub-umbral. Esto queda plasmado en el aumento del indice de preferencia sélo
en el grupo VEH/ACEA-0,01/E15 durante el TR. El andlisis estadistico se realizé6 mediante
un ANOVA de dos vias (test x pretratamiento), con los test considerados como muestras
repetidas, y se encontraron los efectos principales del test, F(1,14=11,90, p<0,05; del
pretratamiento, F(1,14=39,93, p<0,05; y de la interaccion entre el test y el
pretratamiento, F(1,14)=46,16, p<0,05. El test post hoc de Bonferroni indica que existe
una diferencia significativa entre los indices de preferencia del grupo VEH/ACEA-
0,01/E15 medidos durante el TR y el TE, ####p<0,0001; y que también hay diferencia

entre dicho grupo y el que recibié el pretratamiento con AM251 durante el TR,

115



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn RESULTADOS

p<0,0001. Ademas, se encuentra que los indices de preferencia para el grupo AM251-
5/ACEA-0,01/E15 durante el TR y el TE también son diferentes.

Todos los grupos de animales evidenciaron un aumento significativo de la
preferencia por el contexto asociado a la droga durante el TC con respecto al TB, es decir
gue todos los animales adquirieron el CPP y que no existen diferencias significativas
entre los grupos (Figura 6B). El ANOVA de dos vias con los test (TB vs.TC) considerados
como muestras repetidas reveld el efecto principal de este uUltimo factor solamente, F3,
14)=59,23, p<0,0001. De igual manera, todos los grupos evidenciaron la extincién del CPP
(ANOVA de dos vias con TC y TE como muestras repetidas, efecto principal del test, F3,

14)=77,08, p<0,0001).
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Figura 6. (B) indice de preferencia calculado para cada uno de los test del protocolo. Contexto COC —
Contexto SAL=Diferencia en el tiempo de permanencia entre el contexto asociado a la droga y el contexto
asociado a salina. VEH= Solucién vehiculo, DMSO 10%. Dosis de AM251 microinyectada en NAc Core en el
TR: 5 nmol/0,5 pl/lado (AM251-5). Dosis de ACEA microinyectada en NAc Core en el TR: 0,01 fmol/0,5
ul/lado (ACEA-0,01). E15=Animales sometidos a una sesion de estrés por inmovilizacién de 15 min de
duracién en el TR. Los animales que fueron microinyectados con VEH y luego con ACEA en NAc Core 5 min
antes de la exposicion a estrés sub-umbral mostraron un aumento significativo en el indice de preferencia
durante el TR (##t##p<0,0001 comparado con el indice de preferencia para el mismo grupo durante el TE).
El pretratamiento con AM251 en NAc Core previno el efecto facilitador de ACEA durante el TR
(****p<0,0001 comparando con el grupo pretratado con VEH durante el TR y *p<0,05 comparado con el
TE). Las barras con puntos representan la media + S.E.M., N=7 para el grupo pretratado con VEH y N=9
pretratado con AM251. Durante el TC, se evidencia que todos los grupos adquirieron previamente el CPP
de manera uniforme, sin diferencias en el indice de preferencia entre ellos (#p<0,05 en comparacion con
el TB). Durante el TE, se evidencia que todos los grupos extinguieron el CPP de manera uniforme
(###p<0,001 en comparacion con el TC).

Localizacion de las microinfusiones
En la Figura 6C se representa la ubicacion de los sitios de microinfusion de AM251,
de ACEA y de la solucién vehiculo en el NAc Core de los animales que fueron incluidos

en los analisis estadisticos de este experimento.
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C NAc Core Figura 6. (C) Esquemas de las secciones coronales del

SXhEA%f\gllzﬁgE%o 01 Cerebro de rata, adaptadas del atlas estereotaxico de
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Conclusiones del objetivo especifico 1 (Experimentos I-V)

Los resultados descriptos aportan sdlida evidencia acerca de la participacién de
los receptores cannabinoides CB1 de NAc Core, pero no de NAc Shell, en la reinstalacién
de la preferencia condicionada a cocaina inducida por estrés por inmovilizacién. La
especificidad del efecto sobre los CBiRs estda dada por el uso de un antagonista

(Experimento 1) y de un agonista de los receptores (Experimento Ill), como asi también

por la co-infusidon de ambos ligandos (Experimento V). El efecto de AM251, como asi

también de ACEA, depende de la dosis administrada. Ninguno de estos ligandos induce
por si solo un aumento de la preferencia o una aversién por alguno de los
compartimentos. AM251 en combinacién con el estrés de 30 min parece inducir un
efecto similar a la aversion, aunque no se encontro diferencia significativa en los valores
de preferencia medidos para este grupo de animales durante el TR en comparacién los
medidos durante el TE. Cabe destacar que el rol diferencial de los CB1Rs de NAc Core y
Shell no habia sido estudiado previamente y puede ser relacionado con los hallazgos
previos de nuestro laboratorio acerca del rol de los receptores glutamatérgicos NMDA

del NAc Core, pero no Shell, en nuestro modelo de reinstalacién inducida por estrés.
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Objetivo 2: Cambios en los niveles de glutamato extracelular de NAc Core
en relacion a la conducta de preferencia condicionada por el contexto
asociado a cocaina, evaluada bajo nuestro protocolo de reinstalacion
inducida por estrés

Este objetivo se llevé a cabo mediante el empleo de la técnica de microdialisis in

vivo, la cual nos permitio realizar un monitoreo de los niveles de glutamato en NAc Core
mediante la recoleccion directa de muestras de fluido extracelular en animales en libre
movimiento, antes y durante la exposicidn a los compartimentos principales del aparato
de CPP. En los siguientes experimentos la recoleccién de muestras se realizé dos dias
después de cada uno de los test del CPP, con el fin de evaluar y comparar la influencia
de las distintas etapas de nuestro modelo de reinstalaciéon sobre los cambios en los
niveles de glutamato extracelular de NAc Core, detectados durante la re-exposicion al
contexto mas preferido (asociado con la conducta de preferencia condicionada a la
droga) o al menos preferido (para corroborar la dependencia al contexto).

Las concentraciones absolutas de glutamato (pmol/muestra), determinadas
mediante HPLC vy deteccién electroquimica, fueron transformadas a valores
porcentuales y representan el porcentaje de cambio con respecto a la linea de base
determinada para cada animal (% linea de base). Esta linea de base representa el 100%
y se calculé mediante el promedio de las ultimas cuatro muestras recolectadas mientras
los animales permanecian en sus caja-hogar, es decir las ultimas cuatro muestras
recolectadas justo antes de transferir a los animales al aparato de CPP o de recibir algin

tratamiento.

Experimento VI. La re-exposicion al contexto mas preferido, sin previo

condicionamiento, no indujo un aumento en los niveles de glutamato extracelular en

NAc Core

Disefio Experimental

Para este experimento, se trabajé con un grupo de animales que pasaron
solamente por el TB del protocolo de CPP-(ver linea del tiempo en Figura 7A). De esta
manera, fue posible evaluar los cambios en los niveles de glutamato de NAc Core en

respuesta a la re-exposicion al contexto mas preferido durante el TB, sin influencia del
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proceso de aprendizaje asociativo. Para ello, el dia posterior al TB los animales fueron
sometidos a una cirugia estereotdxica para la implantacion de las probes de microdidlisis
en NAc Core. Al dia siguiente, se procedid a la recoleccion de muestras de fluido
extracelular tal como se detalla en la Figura 7A .

A
B

Dias 1 2 = 3775 -
Cirugia ™. ___ R e

Linea de base Exposicién al

contexto mas

preferido del CPP
segunel TB

Figura 7. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. El procedimiento de microdialisis se llevo a cabo el
dia posterior a la cirugia de implantacién de la probe en NAc Core. La recoleccién de muestras se realizd
primero en la caja-hogar durante 120 min, para establecer una linea de base, y luego se transfirié al animal
al contexto mas preferido, segun lo registrado en el TB, para continuar con la recoleccion de muestras
durante 60 min. Las muestras se tomaron cada 15 min, con la solucién Ringer circulando a un flujo de 1,5
pl/min.

Resultados

En animales que no fueron sometidos al procedimiento de condicionamiento, y
que no mostraron una preferencia incondicionada significativa por alguno de los
compartimentos del aparato de CPP, no se observan cambios significativos en los niveles
de glutamato extracelular de NAc Core (Figura 7B) en respuesta a la re-exposicion al
contexto mas preferido durante el TB previo.

Si bien el analisis estadistico de los resultados conductuales del TB indica que no
hay una preferencia significativa por algin compartimento del aparato de CPP [tiempo
de permanencia en el contexto menos preferido 348,42 + 38, tiempo de permanencia
en el contexto mas preferido 503,57 + 37; Prueba t de Student, contexto menos
preferido vs.contexto mas preferido: ts=2,08, p=0,083], a cada animal se le asigné un
“contexto mas preferido” segln la tendencia registrada. Para este experimento se
eligieron animales que presenten esta tendencia un poco mas marcada que el resto (en
comparacion con animales de otros experimentos), con el objetivo de evaluar si esta
tendencia en la preferencia incondicionada estaba acompanada de un aumento en los
niveles de glutamato en NAc Core al re-exponer a los animales al contexto mas
preferido.

En la Figura 7B se muestra la media de los valores porcentuales de glutamato de

las ultimas tres muestras recolectadas en la caja-hogar y las cuatro muestras
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recolectadas durante la re-exposicion al contexto mas preferido. El analisis estadistico
de los microdializados se realiz6 mediante un ANOVA de una sola via. Teniendo en
cuenta que la microdidlisis permite el estudio temporal de los cambios en los niveles de
glutamato, el factor considerado como muestras repetidas es el “tiempo” el cual estd
representado por el avance en la toma de microdializados a lo largo del experimento
(cada 15 min). Para esta figura, el ANOVA nos indica que no hay efecto del tiempo,
Fi6,36)=0,61, p=0,716, es decir que no hay cambios significativos en los niveles de

glutamato extracelular de NAc Core en ninguna de las muestras analizadas.
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Figura 7. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento. En esta figura se muestran los valores de las tres ultimas muestras recolectadas mientras
el animal permanecia en su caja-hogar y las cuatro muestras recolectadas durante la re-exposicién al
contexto “mas preferido” (preferencia incondicionada estadisticamente no significativa, segun los datos
conductuales del test basal previo). Cada punto de la curva representa la media + S.E.M. de los porcentajes
de glutamato extracelular de cada una de las muestras tomadas cada 15 min. No se observa ningun
cambio significativo en los niveles de glutamato extracelular de NAc Core cuando los animales son
transferidos al contexto mas preferido. N=7.

Experimento VII. La re-exposicion al contexto asociado a cocaina, pero no al no

asociado, posterior a la etapa de condicionamiento, indujo un aumento en los niveles

de glutamato extracelular en NAc Core

Diseiio Experimental

En el presente experimento se trabajé con animales que pasaron por el TB y por
la etapa de condicionamiento con su respectivo test (TC), tal como fue descripto en el
protocolo general de CPP y como se representa en la Figura 8A. Los mismos animales
evaluados conductualmente fueron sometidos al experimento de microdialisis dos dias
después (un dia después de la cirugia de implantacion de la probe). El dia del
experimento de microdidlisis in vivo se tomaron muestras en la caja-hogar (durante 120

min), con el fin de establecer la linea de base para cada animal, e inmediatamente
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después se transfirié a los animales a alguno de los compartimentos del aparato de CPP,
dentro de los cuales se continud con la recoleccion de muestras de dializado (durante
60 min). Segun los resultados previos del TC, los animales fueron designados al azar a
uno de los siguientes grupos:

1. Re-exposicidon al compartimento no asociado a cocaina, es decir al asociado
previamente con la inyeccion de solucién salina durante el condicionamiento
(Contexto no apareado a COC).

2. Re-exposicidon al compartimento previamente asociado a cocaina durante el

condicionamiento (Contexto apareado a COC).

) e
Linea de base  Exposicion al
contexto apareado

0 no apareado

con COC

Figura 8. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. El procedimiento de microdidlisis se
llevd a cabo el dia posterior a la cirugia de implantacién de la probe en NAc Core, tal como se describe en
el texto. Las muestras se tomaron cada 15 min, con la solucién Ringer circulando a un flujo de 1,5 ul/min.

Resultados

Los animales incluidos en este experimento de microdialisis fueron aquellos que
durante el TC evidenciaron una preferencia condicionada por el compartimento
asociado a cocaina, segun el criterio correspondiente a ese test (mas del 66% del tiempo
total del test dentro del compartimento apareado a la droga). El analisis estadistico de
estos resultados conductuales demostré que la diferencia entre los tiempos de
permanencia dentro de los compartimentos es diferente. La media £ S.E.M. del tiempo
de permanencia en el compartimento apareado a la droga fue de 554,75 + 21, y dentro
del compartimento no apareado a la droga de 314,68 £ 21. La prueba t de Student, para
muestras pareada con distribucién de dos colas, indica un efecto del contexto (apareado
vs.no apareado), t15=5,92, p<0,0001.

En la Figura 8B queda demostrado el aumento significativo en los niveles de
glutamato extracelular de NAc Core durante los primeros 15 min de re-exposicion al
compartimento previamente apareado con cocaina, pero no al contexto no apareado
con la droga. El ANOVA de dos vias (tiempo x contexto), con el tiempo como muestras

repetidas, indica el efecto principal del tiempo, F,90)=5,33, p<0,0001; del contexto,
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F(1,15=5,42, p<0,05; y de la interaccidn entre el tiempo y el contexto F,90)=3,08, p<0,05.
El test post hoc de Bonferroni indica que los niveles de glutamato determinados para la
primera muestra recolectada dentro del contexto apareado a cocaina son diferentes a
los de la ultima muestra recolectada dentro de la caja hogar, p<0,001. Ademas, este
primer microdializado del grupo “contexto apareado a COC” también es diferente a la

primera muestra recolectada del grupo re-expuesto al contexto no apareado a la droga,

p<0,001.
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Figura 8. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento. Los niveles de glutamato extracelular de NAc Core aumentaron significativamente en la
primera muestra recolectada del grupo de animales fue re-expuesto al contexto previamente asociado a
cocaina (Contexto apareado a COC), *** p<0,001 en comparacion con la primera muestra tomada para el
grupo re-expuesto al contexto no apareado a cocaina (Contexto no apareado a COC), ### p<0,001 en
comparacién con las muestras tomadas en la caja-hogar para el mismo grupo. Cada punto de la curva
representa la media + S.E.M. de los porcentajes de glutamato extracelular de cada una de las muestras
tomadas cada 15 min. N=8 para el grupo “no apareado” y N=9 para el grupo “apareado”.

Experimento VIII. La re-exposicion al contexto asociado a cocaina, posterior a la etapa

de extincidn, no indujo un aumento en los niveles de glutamato extracelular en NAc

Core

Diseiio Experimental

Un grupo de animales que adquirid y luego extinguié el CPP asociado a cocaina,
tal como fue descripto en el protocolo general de CPP y como se esquematiza en la
Figura 9A, fue usado para evaluar los cambios en el glutamato extracelular de NAc Core
ante la re-exposicion al contexto del CPP previamente asociado la droga. De la misma
manera que para los experimentos VI y VI, durante la microdialisis in vivo se tomaron
muestras primero mientras los animales permanecieron en su caja-hogar (durante 120

min, para establecer la linea de base) e inmediatamente después fueron transferidos al
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compartimento del aparato de CPP apareado con cocaina, dentro del cual se continud

con la recoleccién de muestras de dializado (durante 60 min).

l 1 l N ] o copr
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Figura 9. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccidn de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. TE=Test de extincion. El procedimiento
de microdidlisis se llevod a cabo el dia posterior a la cirugia de implantacién de la probe en NAc Core, tal
como se describe en el texto Las muestras se tomaron cada 15 min, con la solucién Ringer circulando a un
flujo de 1,5 pl/min.

Resultados

Después de cumplir con el criterio de extincidn (segun los datos de preferencia
obtenidos en el TE), los animales sometidos al presente experimento de microdidlisis in
vivo no mostraron un aumento significativo del glutamato extracelular de NAc Core
durante la re-exposicion al contexto previamente aparado a cocaina (Figura 9B). Este
ultimo resultado esta respaldado por el andlisis estadistico mediante un ANOVA de una
via, el cual muestra que no hay efecto significativo del tiempo F42=1,14, p=0,353. La
extincion previa del CPP (datos no mostrados) esta respaldada por una prueba t de
Student pareada que indica que no hubo diferencias entre los tiempos de permanencia

en ambos compartimentos del CPP durante el TE, t6=0,021, p=0,984.
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Figura 9. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento. En esta figura se muestran los valores de las tres ultimas muestras recolectadas mientras
el animal permanecia en su caja-hogar y las cuatro muestras recolectadas durante la re-exposicién al
contexto mas preferido. Cada punto de la curva representa la media + S.E.M. de los porcentajes de
glutamato extracelular de cada una de las muestras tomadas cada 15 min. No se observa ningiin cambio
significativo en los niveles de glutamato extracelular de NAc Core cuando los animales son transferidos al
contexto previamente asociado a cocaina. N=8.
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Analisis integrado de los experimentos VI, Vil y VIl

En la Tabla 1 se compararon los resultados principales de los experimentos VI, VI
y VIII. Especificamente, se calculé el area bajo la curva (AUC) de los valores porcentuales
de glutamato extracelular determinados para las cuatro muestras recolectadas durante
la re-exposicion al aparato de CPP (mostrados en las Figuras 7B, 8B y 9B). Se compararon
los promedios de las AUCs determinadas para cada uno de los animales evaluados antes

de la etapa de condicionamiento (Experimento VI), después del condicionamiento

(Experimento VII) y después de la etapa de extincion (Experimento VIII). Para este

analisis fueron incluidos los datos de la re-exposicidon al contexto mas preferido, en el
caso de los animales no condicionados, o al contexto asociado a cocaina, en el caso de
animales que pasaron previamente por la etapa de condicionamiento. El andlisis
estadistico indica que los valores de las AUCs de glutamato extracelular en NAc Core,
obtenidos al finalizar la etapa de condicionamiento, son significativamente mayores a
los valores obtenidos en animales evaluados en las otras etapas del protocolo de CPP.
El ANOVA de una via muestra el efecto principal de las etapas, F(2, 21)= 8,098, p<0,01, y
el test post hoc la diferencia entre el grupo evaluado después del condicionamiento y
los grupos evaluados antes del condicionamiento (p<0,05) y después de la extincién

(p<0,01).

Etapa del protocolo de CPP Glutamato (AUC) durante re-exposicion al contexto

Antes del condicionamiento, contexto mds

. 2,87 +15,8
preferido
*

D , L. .

espués del cond/aonamlen’to, contexto 91,36 £ 25,9
apareado con cocaina
D , p L

espués de la extincion, contexto apareado 10,66 + 14,8

con cocaina

Tabla 1. Area bajo la curva (AUC) de los niveles de glutamato extracelular en NAc Core. Los valores
presentados fueron calculados a partir de los datos obtenidos en los experimentos de microdidlisis
llevados a cabo antes y después del condicionamiento (Figuras 8B y 9B respectivamente) y después de la
extinciéon del CPP (Figura 10B). EI AUC fue calculado para cada animal considerando los valores
porcentuales de glutamato obtenidos para las cuatro muestras recolectadas durante la re-exposicion al
contexto del CPP “mas preferido” o al “apareado con cocaina”, seguin corresponda. Los valores de AUC se
expresan como la media + S.E.M. El AUC de niveles de glutamato extracelular determinado para el grupo
de animales re-expuesto al contexto apareado a la droga después de la etapa de condicionamiento resulta
significativamente mayor que el AUC de niveles de glutamato determinado antes del condicionamiento
(*p<0,05) y después de la extincion (**p<0,01).
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Localizacién de las probes de microdidlisis en los experimentos VI, Vil y VIII

En la Figura 10 se representa la ubicacion del area activa de intercambio de las
membranas de didlisis de las probes implantadas en el NAc Core de cada animal que
participd de los experimentos VI, VIl y VIII. Los esquemas de estos tres experimentos se
presentan juntos en esta figura debido a que la distribucidn de las localizaciones de las

membranas fue uniforme.

Figura 10. Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata
correspondientes a los experimentos VI, VIl y VIII, adaptadas del atlas
252 mm €stereotdxico de Paxinos y Watson (2007), que muestran las ubicaciones
unilaterales (izquierda 6 derecha) aproximadas de las membranas de

microdialisis (lineas verticales) en el NAc Core de los animales incluidos
- “+228mm enlosexperimentos descriptos (N=32). Los numeros a la derecha indican
! "l los milimetros en referencia al punto Bregma.
Vi)
r ‘. Y +2.04 mm

\ < -.-|I-1_5E mm
Vf ys

e b e128
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Conclusiones parciales del objetivo especifico 2 (Experimentos VI, VIl y VIII)

Estos estudios realizados bajo las mismas condiciones experimentales pero con
animales bajo distintas condiciones de aprendizaje (diferentes etapas del protocolo de
extincion del CPP), demuestran una relacion consistente entre el aumento de glutamato
extracelular de NAc Core y la adquisicion/expresién de la preferencia condicionada por
el contexto asociado a cocaina. También demuestran que la “ausencia o falta de
aumento” de glutamato extracelular de NAc Core esta relacionado con la falta de

adquisicion o expresion de una respuesta condicionada (Experimento VI) y con la

disminucion de la preferencia condicionada luego de ser extinguida (Experimento VIII).

Cabe destacar que el incremento transitorio de glutamato en NAc Core observado luego
del condicionamiento es especifico para el compartimento apareado con la droga

(Experimento VII). En conjunto, estas observaciones sustentan las hipdtesis de que: 1)

elaumento de glutamato constituye una respuesta neuroquimica robusta ante la
presentacion de claves ambientales asociadas a los efectos gratificantes obtenidos con

la droga, 2) el incremento de glutamato se relaciona con el incremento del valor
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incentivo motivacional asignado a estas claves, y 3) el aumento de glutamato subyace el

comportamiento de busqueda de droga bajo el paradigma de CPP.

Experimento IX. Una sesion de estrés por inmovilizacién de 30 min, pero no de 15 min,

induce un aumento de glutamato extracelular en NAc Core durante la re-exposicion al
contexto asociado a cocaina, en animales que previamente extinguieron la preferencia

condicionada a la droga

Disefo Experimental

El objetivo de este experimento consistié en estudiar si el estrés por inmovilizacién
causaba un incremento de glutamato extracelular en NAc Core en animales que
extinguieron previamente la preferencia condicionada a cocaina, y si este aumento era
dependiente de la duracidn de la sesion de estrés. Para este experimento se seleccioné
un grupo de animales que atravesaron todas las etapas del protocolo de extinciéon del
CPP y cumplieron con los criterios de todos los test (Figura 11A). Estos animales fueron
sometidos al experimento de microdidlisis dos dias después del TE (un dia después de la
cirugia de implantacién de la probe). Al igual que los experimentos descriptos arriba, el
dia del experimento de microdialisis in vivo se tomaron muestras primero en la caja-
hogar, durante 120 min. Luego de tomar las muestras necesarias para establecer la linea
de base, los animales fueron desconectados del sistema de tubos de microdidlisis y
divididos en dos grupos. Ambos fueron sometidos a una sesidn de estrés por
inmovilizacion, siendo colocados en el corredor central del aparato de CPP e
inmovilizados mediante un dispositivo adaptado (ver seccién correspondiente a
Materiales y Métodos). Uno de estos grupos fue inmovilizado durante 15 min y el otro
durante 30 min con el objetivo de replicar de la mejor manera posible las condiciones

experimentales de los experimentos conductuales (Objetivo especifico 1).

Inmediatamente después de que finalizara el tiempo de estrés, los animales fueron
reconectados al sistema de tubos de microdidlisis y transferidos al compartimento del
aparato de CPP previamente asociado a cocaina, dentro del cual se continud con la
recoleccion de muestras de dializado durante 60 min. De esta manera, los grupos

experimentales fueron los siguientes:
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1. Estrés por inmovilizaciéon durante 15 min y re-exposicion al compartimento
asociado a cocaina (E15).
2. Estrés por inmovilizacidon durante 30 min y re-exposicion al compartimento

previamente asociado a cocaina (E30).

A B TC TE
| 0006‘%96%‘*@066@’0005‘}' Ca‘”w(c‘“\'cﬂ‘:’cﬂ‘:’@"}'e‘}%‘}'@“xl .
Il [l | L L L | L L L L L L L L L L
Dias 1 _' ' '_ 0 1920 | N R
Condicionamiento Extincién Cirugia . ____ o - —_—

contexto
apareado
con COC

Nistrés por inmovilizacion
de 15 0 30 min

Linea de base T Exposicién al

Figura 11. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10 mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccion de solucidn salina viai.p., TC=Test de Condicionamiento. TE=Test de extincidn. El procedimiento
de microdidlisis se llevé a cabo el dia posterior a la cirugia de implantacién de la probe en NAc Core
(detalles en el texto). Las muestras se tomaron cada 15 min, con la solucién Ringer circulando a un flujo
de 1,5 pl/min.

Resultados

En la Figura 11B se muestra que la exposicién a estrés por inmovilizacién resulta
en un aumento significativo de glutamato extracelular en NAc Core durante la re-
exposicidn al contexto apareado a cocaina, sélo cuando la duracién de la sesidon de estrés
es de 30 min y no de 15 min. En esta figura, la cual muestra el curso temporal de
glutamato antes y después de la aplicacion del estresor, queda evidenciado que la
primera muestra post-estrés recolectada dentro del compartimento asociado a cocaina
(muestra 4) contiene niveles altos de glutamato en comparacién con la linea de base y
con el grupo E15 (p<0,0001 y p<0,001 respectivamente, segun el test post hoc de
Bonferroni). EI ANOVA de dos vias (tiempo de recoleccién de muestras x duracién del
estrés) con el tiempo considerado como muestras repetidas, reveld el efecto principal
del tiempo, Fs, s4)= 6,092, p<0,0001; de la duracién del estrés, F1, 14)= 4,662, p<0,05; y
de la interaccién tiempo x duracién, Fs, s4)= 4,874, p<0,001.

En la Figura 11C se presentan los valores individuales de glutamato
correspondientes a los primeros 15 min de microdialisis post-estrés (muestra 4), y queda
plasmada la diferencia entre los grupos E30 y E15. La prueba t de Student pareada con
distribucién de dos colas revela el efecto de |la duracion del estrés (E30 x E15), t14=4,345,

p<0,001.
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Figura 11. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento. Luego de la recoleccion de muestras en la caja-hogar, un grupo de animales fue
inmovilizado dentro del corredor central del aparato de CPP (flecha azul) durante 30 min (E30) y otro
grupo durante 15 min (E15). Al finalizar el tiempo de estrés los animales fueron re-expuestos al contexto
previamente asociado a cocaina. Se observa un aumento significativo en los niveles de glutamato
extracelular de NAc Core en la muestra 4 de los animales del grupo E30, es decir en la primera muestra
recolectada dentro del contexto previamente asociado a la droga (**** p<0,0001 en comparacidén con la
muestra 4 del grupo E15; #### p<0,0001 en comparacion con todas las muestras de la linea de base). Cada
punto de la curva representa la media + S.E.M. de los porcentajes de glutamato extracelular de cada una
de las muestras tomadas cada 15 min. N=8 para ambos grupos. (C) Valores individuales de los porcentajes
de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea de base), determinados
para la muestra 4 de cada uno de los grupos experimentales. Los valores de glutamato de la muestra 4,
es decir la primera post-estrés, son mayores en el grupo de animales sometido a la inmovilizacion de 30
min (***p<0,001 comparando E15). Las barras con puntos representan la media + S.E.M.

Localizacion de las probes de microdidlisis
En la Figura 11D se representa la ubicacion aproximada del area activa de las
membranas de didlisis de las probes implantadas en el NAc Core de cada animal que

particip6 de este experimento (N=16).

D Figura 11. (D) Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata,
d adaptadas del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007), que
muestran las ubicaciones unilaterales (izquierda ¢ derecha)
aproximadas de las membranas de microdialisis (lineas verticales) en el
NAc Core. Los numeros a la izquierda indican los milimetros en

+2.52 mm

+2.28 mm .
]l 5 II referencia al punto Bregma.
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Experimento X. El estrés por inmovilizacion induce un aumento de glutamato

extracelular en NAc Core durante la re-exposicion al contexto asociado a cocaina, pero
no al no asociado, en animales que previamente extinguieron la preferencia

condicionada a la droga

Disefo Experimental

El objetivo de este experimento consistid en estudiar si el aumento de glutamato
extracelular en NAc Core luego de la sesidon de estrés por inmovilizacién es dependiente
del contexto. Al igual que para el experimento anterior, se usaron animales que
atravesaron todas las etapas del protocolo de extincién del CPP (Figura 12A). De la
misma manera que para todos los experimentos ya descriptos, el dia del experimento
de microdialisis in vivo primero se tomaron muestras mientras los animales
permanecian en su caja-hogar. Luego de tomar las muestras necesarias para establecer
la linea de base (durante 120 min), los animales fueron desconectados del sistema de
tubos de microdialisis y sometidos a una sesién de estrés por inmovilizacion de 30 min
tal como se describid en el experimento anterior. Inmediatamente después de que
finalizara el tiempo de estrés, los animales fueron divididos en dos grupos segun el
contexto del aparato del CPP al que fueron re-expuestos para continuar con la
recoleccion de muestras de dializado durante 60 min. De esta manera, los grupos
experimentales fueron los siguientes:

1. Estrés por inmovilizacién durante 30 min y re-exposicién al compartimento no

asociado a cocaina (Contexto no apareado a COC).
2. Estrés por inmovilizacidn durante 30 min y re-exposiciéon al compartimento

previamente asociado a cocaina (Contexto apareado a COC).

TBooovowoTCii i vwwa
LS T ererder) efaraTel e arerer

Dias1 = 10 ;
Condicionamiento Extincion Cirugia

}_
Linea de base , Exposicion al
contexto
apareado
0 no apareado
con COC

Estrés por inmovilizacion
0 min)
Figura 12. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. TE=Test de extincion. El procedimiento
de microdidlisis se llevd a cabo tal como esta descripto en el texto. Todas las muestras se tomaron cada
15 min, con la solucidon Ringer circulando por la probe y el sistema de tubos a un flujo de 1,5 pl/min.
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Resultados

La re-exposicién al contexto asociado a cocaina, pero no al contexto no asociado,
después del estrés incrementa los niveles de glutamato extracelular en NAc Core en
ratas que previamente extinguieron el CPP. Especificamente, la primera muestra post-
estrés colectada dentro del compartimento apareado a la droga (muestra 4 de la Figura
12B) contiene mas del doble de glutamato que las muestras de la linea de base.
Contrariamente, las muestras de los animales re-expuestos al contexto no asociado a
cocaina no difieren con respecto a su linea de base. EIl ANOVA de dos vias (tiempo x
contexto), con el tiempo como muestras repetidas, indica el efecto principal del tiempo,
Fie,72)= 5,67, p<0,0001; del contexto, F(1,12=4,80, p<0,05; y de la interaccion entre el
tiempo y el contexto F,72)=4,21, p<0,01. El test post hoc de Bonferroni indica que, para
el grupo “contexto apareado a cocaina” los niveles de glutamato determinados para la
muestra 4 son diferentes a los de todas las muestras recolectadas dentro de la caja
hogar, p<0,001. Ademads, esta primera muestra también es diferente al primer
microdializadorecolectado del grupo re-expuesto al contexto no apareado a la droga,
p<0,001. Esta ultima observacién se presenta en detalle (valores individuales) en la
Figura 12C. El analisis estadistico aplicado a los datos de esta figura revela el efecto del
contexto sobre el glutamato medido post-estrés (prueba t de Student apareada con

distribucién de dos colas, t13=3,971, p<0,01).
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Figura 12. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento. Luego de la aplicacidn del estresor (flecha azul) se observa un aumento significativo en los
niveles de glutamato extracelular de NAc Core en la muestra 4 de los animales del grupo re-expuesto al
contexto que previamente habia sido asociado a cocaina durante el condicionamiento (Contexto
apareado a COC, N=8). Dicho aumento no se observa en el grupo re-expuesto al contexto que previamente
habia sido asociado a solucidn salina durante el condicionamiento (Contexto no apareado a COC, N=7)
(****p<0,0001 en comparacion con la muestra 4 del grupo “no apareado”; ####p<0,0001 en comparacién
con todas las muestras de la linea de base del grupo “apareado”). Cada punto de la curva representa la
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media * S.E.M. de los porcentajes de glutamato extracelular de cada una de las muestras tomadas cada
15 min, tanto en la caja-hogar como en el compartimento del CPP. (C) Valores individuales de los
porcentajes de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea de base),
determinados para la muestra 4 de cada uno de los grupos experimentales. Los valores de glutamato de
la muestra 4, es decir la primera post-estrés, son mayores en el grupo de animales re-expuesto al contexto
apareado a cocaina (**p<0,01). Las barras con puntos representan la media + S.E.M.

Localizacion de las probes de microdidlisis
En la Figura 12D se representa la ubicacién aproximada del drea activa de las membranas
de didlisis de las probes implantadas en el NAc Core de cada animal que participo de este
experimento (N=15).

D

Figura 12. (D) Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata,
adaptadas del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007), que
+252mm. -\ |/ muestran las ubicaciones unilaterales (izquierda 6 derecha) aproximadas
de las membranas de microdiilisis (lineas verticales) en el NAc Core. Los
numeros a la izquierda indican los milimetros en referencia al punto
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Conclusiones parciales del objetivo especifico 2 (Experimentos IX y X).

Estos resultados demuestran que el aumento de glutamato extracelular en NAc
Core luego de la exposicion al estrés por inmovilizacion emerge en respuesta a la
exposicidn al contexto asociado a cocaina y no meramente por la exposicion al estresor
o a cualquier otro estimulo de la habitaciéon experimental (claves inespecificas). Estas
observaciones aportan evidencia de que el aumento de la transmisidén glutamatérgica
en NAc Core esta relacionado con el procesamiento de las claves contextuales, el valor
motivacional de las mismas y la conducta de busqueda de droga medida como
preferencia bajo el paradigma de CPP. Se sugiere que el estrés, durante la etapa de
reinstalacion, actia como disparador del valor motivacional del contexto, induciendo
aumento en los niveles de glutamato y en la preferencia por el contexto asociado a la
droga, lo cual previamente no fue observado al finalizar la etapa de extincion.

El hecho de que los experimentos neuroquimicos de este objetivo especifico hayan

sido realizados en la misma habitacién experimental y en los mismos compartimentos
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del aparato de CPP en donde los animales fueron sometidos a los procedimientos

conductuales, incrementa alin mas la relevancia del presente trabajo de tesis.

Objetivo 3: Influencia de AM251 y de ACEA sobre los niveles de glutamato
extracelular de NAc Core luego de una sesion de estrés por inmovilizacion
y re-exposicion al contexto asociado a cocaina, en animales que
extinguieron la preferencia condicionada a la droga

Los experimentos correspondientes a este objetivo consistieron en monitorear los
niveles de glutamato extracelular en NAc Core luego de la manipulaciéon farmacolégica
local de los CB1Rs, en animales bajo condiciones de reinstalacién inducida por estrés. Al
igual que para el objetivo especifico anterior, estos experimentos se llevaron a cabo
mediante el empleo de la técnica de microdialisis in vivo. De manera importante, se
tuvieron en cuenta los resultados recién descriptos que demuestran que la conducta de
busqueda de cocaina, modelada bajo el paradigma de CPP, se correlaciona con cambios
en los niveles de glutamato en NAc Core y que estos cambios se dan en respuesta a la
presentacion de claves contextuales asociadas con la droga y a la exposicién aguda al
estrés. En base a estas conclusiones se planted la hipdtesis de que AM251 (el
antagonista/agonista inverso de los CB1Rs) es capaz de prevenir la reinstalacién de la

preferencia condicionada a cocaina (Experimento |) debido a su capacidad de prevenir

el aumento de glutamato extracelular en NAc Core luego del estrés. Adicionalmente, se
planted que la activacién de los CB1Rs de NAc Core mediante la microinyeccion de ACEA

(agonista) es capaz de facilitar la reinstalaciéon (Experimento lll) debido a que este

agonista, en combinacion con una sesién de estrés sub-umbral y con la re-exposicién al

contexto apareado con cocaina, resulta en el incremento de glutamato extracelular.

Experimento XI. La administracion de AM251 en NAc Core previene el aumento de

glutamato extracelular de NAc Core luego de la aplicacidn de una sesidn de estrés por

inmovilizacion de 30 min y durante la re-exposicion al contexto asociado a cocaina

Diseio Experimental

Con el objetivo de evaluar la participacion de los CB1Rs localizados en NAc Core en

la modulacién de los niveles de glutamato extracelular en respuesta al estrés y al
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contexto, se usaron animales que previamente adquirieron y luego extinguieron la
preferencia condicionada a un compartimento asociado a cocaina (ver linea del tiempo
en la Figura 13A). El dia después de haber cumplido con los criterios del TE que
confirman la extincion del CPP, los animales fueron sometidos a la cirugia de
implantacion de la probe de microdialisis y, 18 hs después, al experimento de
microdidlisis in vivo propiamente dicho. Al igual que los experimentos descriptos mas
arriba, el procedimiento consistié en recolectar primero las muestras necesarias para
establecer la linea de base (durante 120 min), y luego desconectar a los animales del
sistema de tubos de microdidlisis para que reciban alguno de los siguientes
tratamientos:

1. Microinfusiéon de vehiculo, DMSO 10% + permanencia en su caja-hogar

(VEH/NE).

2. Microinfusion de vehiculo, DMSO 10% + sesidn de estrés por inmovilizacion de
30 min (VEH/E30).

3. Microinfusién de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 pl/lado + permanencia en
su caja-hogar (AM251-5/NE).

4. Microinfusiéon de AM251 en una dosis de 5 nmol /0,5 ul/lado + sesion de estrés
por inmovilizacién de 30 min (AM251-5/E30).

Inmediatamente después de que finalizara el tiempo de estrés (o no estrés), todos
los animales fueron reconectados al sistema de tubos de microdialisis y re-expuestos al
compartimento del CPP previamente asociado a cocaina (durante el condicionamiento),
dentro del cual se continud con la recoleccion de muestras de dializado durante 60 min.

Cabe destacar que la microinyeccion de AM251 en NAc Core se realizé manera

unilateral a través de la canula guia adosada a la probe dual de microdialisis.

————— }9 + 251,F\,’W_i_c_:lf,odiz'a\isis
Condicionamiento Extincién Cirugia

= I

Linea de base Exposicion al

contexto

Tapareado aCoC

. = )

Microinyeccion Estrés por /

de AM251 6 VEH inmovilizacion

en NAcore 06 Sin estrés (30 min)

Figura 13. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucion salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. TE=Test de extincién. Los
procedimientos de microdialisis, microinyeccidn y estrés, como asi también los detalles de cada grupo
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experimental, se describen en el texto. Las muestras de microdidlisis se tomaron cada 15 min, con la
solucién Ringer circulando por la probe y el sistema de tubos a un flujo de 1.5 pl/min.

Resultados

Como se observa en la Figura 13B, se demostré que AM251 administrado
directamente en NAc Core, en una dosis de 5 nmol/0,5 pl/lado (AM251-5) e
inmediatamente antes de la exposicién a estrés por inmovilizacién de 30 min (E30),
previno el aumento de glutamato extracelular en NAc Core. Este efecto fue evidenciado
por los niveles bajos de glutamato detectados en la primera muestra recolectada
mientras los animales exploraban el compartimento asociado a cocaina (muestra 4), en
comparacion con los datos del grupo de animales que recibié la microinyeccion de
solucién vehiculo antes de la exposicion al estrés (VEH/E30). De la misma manera que
se mostrod en los Experimentos IX y X, este ultimo grupo fue el Unico que evidencié un
aumento significativo del glutamato extracelular durante los primeros 15 min de
microdialisis post-estrés (muestra 4), en comparacidn con sus propios valores de la linea
de base. Dicho aumento no fue observado en ninguno de los grupos que permanecieron
en sus cajas-hogar, ya sea luego de recibir la microinyeccidn de solucién vehiculo o de
AM251 (VEH/NE y AM251-5/NE).

El analisis estadistico de estas muestras se realizé mediante un ANOVA de tres vias
(estrés x tratamiento x tiempo). Teniendo en cuenta que la microdidlisis permite el
estudio temporal de los cambios en los niveles de glutamato, el factor considerado como
muestras repetidas es el “tiempo” el cual esta representado por el avance en la toma de
muestras a lo largo del experimento (cada 15 min). El ANOVA aplicado a los datos de la
Figura 13B revela un efecto significativo del estrés (F(1,24)=5,51, p<0,05), del tiempo
(F(6,144)=8,69, p<0,05), y de las interacciones tiempo x estrés, (F(s,144)=6,76, p<0,05),
tratamiento x estrés (F(1,24)=5,46, p<0,05), y tratamiento x estrés x tiempo (F(s,144=4,68,
p<0,05). El test post hoc de Bonferroni indica que los valores de glutamato de la muestra
4 del grupo VEH/E30 son significativamente mayores en comparacion con todas las
muestras de la linea de base (p<0,0001) y en comparacion con la muestra 4 de los grupos
VEH/NE, AM251-5/NE y AM251-5/E30 (p<0,0001).

En la Figura 13C queda también plasmada la diferencia entre los valores

porcentuales de glutamato obtenidos en la primera muestra post-tratamientos

134



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn RESULTADOS

(muestra 4) de los cuatro grupos experimentales analizados. El ANOVA de una solaviay
el test a posteriori aplicados a estos datos permitieron demostrar que los valores
porcentuales de glutamato en la muestra 4 del grupo VEH/E30 son significativamente

mayores a los de los grupos VEH/NE, AM251-5/NE y AM251-5/E30 (F3, 24= 11,70,

p<0,0001).
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Figura 13. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento de microdialisis. En esta figura se muestran los valores de las tres ultimas muestras
recolectadas mientras el animal permanecia en su caja-hogar y las cuatro muestras recolectadas durante
la re-exposicion al contexto previamente asociado con cocaina, posteriormente a los distintos
tratamientos aplicados (flecha azul). Cada punto de la curva representa la media + S.E.M. de los
porcentajes de glutamato extracelular (% con respecto a la linea de base) de cada una de las muestras
recolectadas cada 15 min. VEH= Solucion vehiculo, DMSO 10%. Dosis de AM251 microinyectada en NAc
Core: 5 nmol/0,5 pl/lado (AM251-5). NE=Animales no sometidos a estrés. E30=Animales sometidos a una
sesion de estrés por inmovilizacidon de 30 min de duracidn. Los animales microinyectados con VEH en NAc
Core 5 min antes de la exposicién a estrés (VEH/E30) muestran un aumento significativo en los niveles de
glutamato extracelular de NAc Core en la primera muestra recolectada mientras los animales estan en el
contexto previamente asociado a la droga (#### p<0,0001 en comparacién con las muestras de la linea
de base, **** p<0,0001 en comparacidn con la primera muestra de los grupos restantes). El grupo de
animales que recibié la microinyeccion de AM251 antes del estrés (AM251-5/E30) no evidencié tal
aumento. (C) Valores individuales de los porcentajes de glutamato extracelular en NAc Core, con
respecto a la linea de base (% linea de base), determinados para la muestra 4 de cada uno de los grupos
experimentales. **p<0,01 comparando VEH/E30 con AM251-5/E30, *** p<0,001 comparando VEH/E30
con VEH/NE y AM251-5/NS. Las barras con puntos representan la media + S.E.M., N=7 para cada grupo.

Localizacion de las probes de microdidlisis y de las microinfusiones

En la Figura 13D se representa la ubicacidn aproximada de los sitios de
microinfusion de AM251 y de VEH, asi como también la ubicacion de las membranas de

dialisis de las probes implantadas en cada animal que particip6 de este experimento.
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D oVEH Figura 13. (D) Esquemas de las secciones coronales del cerebro de
® AM251-5 rata, adaptadas del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007),
+2.52 mm ‘ que muestran las ubicaciones unilaterales (izquierda 6 derecha)
| aproximadas de las membranas de microdialisis (lineas verticales) en
% T el NAc Core y las ubicaciones unilaterales aproximadas de las
+2.2§ mily Y microinyecciones de en los animales incluidos en en el andlisis
iJ | ﬂ!, estadistico (N=28). Los numeros a la izquierda indican los milimetros
+2.04 mi . en referencia al punto Bregma. Los simbolos representan las
ﬂ! ‘, i diferentes microinyecciones administradas (AM251-5 o VEH).
%
+156mm [
JL
+1.28mm

Experimento Xll. La administracion de ACEA en NAc Core antes de una sesion de estrés

por inmovilizacion de 15 min facilita el aumento de glutamato extracelular en NAc

Core durante la re-exposicion al contexto asociado a cocaina

Disefho Experimental

El objetivo del presente experimento fue evaluar cémo la activacion de los CB1Rs
localizados en NAc Core impacta sobre los niveles de glutamato extracelular luego de
gue los animales sean sometidos a una sesién de estrés que no induce reinstalacién (ver

Experimento Ill) y re-expuestos a claves contextuales asociadas con cocaina. Para ello se

usaron animales que previamente adquirieron y luego extinguieron la preferencia
condicionada por un compartimento asociado a la droga (ver linea del tiempo en la
Figura 14A). Dos dias después del TE, con la cirugia estereotaxica de implantacion de la
probe de microdialisis en el medio, se realizd el experimento de microdialisis in vivo
propiamente dicho. Al igual que los experimentos descriptos mas arriba, el
procedimiento consistié en recolectar primero las muestras necesarias para establecer
la linea de base (durante 120 min), y luego desconectar a los animales del sistema de
tubos de microdidlisis para que reciban alguno de los siguientes tratamientos:

1. Microinfusion de vehiculo, DMSO 0,1% en solucidn salina + permanencia en su
caja-hogar (VEH/NE).

2. Microinfusién de vehiculo, DMSO 0,1% en solucién salina + sesidn de estrés por

inmovilizacion de 15 min (VEH/E15).
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3. Microinfusion de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 ul/lado + permanencia
en su caja-hogar (ACEA-0,01/NE).

4. Microinfusion de ACEA en una dosis de 0,01 fmol /0,5 pl/lado + sesidn de estrés
por inmovilizacion de 15 min (ACEA-0,01/E15).

Inmediatamente después de que finalizara el tiempo de estrés (o no estrés), todos
los animales fueron reconectados al sistema de tubos de microdialisis y re-expuestos al
compartimento del CPP previamente asociado a cocaina (durante el condicionamiento),
dentro del cual se continud con la recoleccidon de muestras de dializado durante 60 min.

La microinyeccion de ACEA en NAc Core se realizd de manera unilateral a través
de la canula guia adosada a la probe dual de microdidlisis tal como ya fue descripto en
la seccion correspondiente de Materiales y Métodos.

), Morodialiis

Condicionamiento Extincién Cirugia .. ____120min__ 2 JZB0HIIITI_
Linea de base W

Exposicion al
contexto
apareado a COC

Microinyeccion Estrés por /
de ACEA 6 VEH inmovilizacion
en NAcore 6 Sin estrés (15 min)

Figura 14. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucion salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. TE=Test de extincion. Los
procedimientos de microdialisis, microinyeccidn y estrés, como asi también los detalles de cada grupo
experimental, se describen en el texto. Las muestras de microdidlisis se tomaron cada 15 min, con la
solucidén Ringer circulando por la probe y el sistema de tubos a un flujo de 1,5 pl/min.

Resultados

Los resultados de este experimento de microdidlisis in vivo (Figura 14B) muestran
un aumento significativo de glutamato extracelular en aquellas muestras de NAc Core
de animales que recibieron una microinyeccién local de ACEA (0,01 fmol/0,5 ul/lado,
ACEA-0,01) justo antes de ser sometidos a una sesidn de estrés por inmovilizacion de 15
min (E15). Al igual que el experimento anterior, este aumento de glutamato fue
detectado en la primera muestra recolectada post-tratamientos (muestra 4), es decir en
el dializado recolectado durante los primeros 15 min de permanencia en el contexto
apareado con cocaina. Los valores porcentuales de glutamato en esta muestra fueron
significativamente mayores a los obtenidos en las muestras recolectadas en la caja-

hogar. En contraste, aquellos grupos de animales microinyectados con solucion vehiculo
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antes del estrés (VEH/E15) o aquellos microinyectados con ACEA o con VEH, pero no
sometidos al estrés (ACEA-0,01/NE y VEH/NE), no mostraron tal aumento.

El analisis estadistico de estas muestras se realizo mediante un ANOVA de tres vias
(estrés x tratamiento x tiempo), considerando como muestras repetidas al factor
“tiempo”, el cual esta representado por el avance en la toma de muestras (cada 15 min).
El ANOVA aplicado a los datos de la Figura 14B revela el efecto principal de la interaccidn
tiempo x tratamiento x estrés F(,132)=2,23, p<0,05, y de la interaccién tiempo x
tratamiento Fs,132)=3,31, p<0,05. El test post hoc de Bonferroni indica que los valores de
glutamato de la muestra 4 del grupo ACEA-0,01/E15 son significativamente mayores en
comparacion con todas las muestras de la linea de base (p<0,0001) y en comparacion
con la muestra 4 de los grupos VEH/NE, VEH/E15 y ACEA-0,01/NE (p<0,001).

En la Figura 14C también queda plasmada la diferencia entre los valores
porcentuales de glutamato obtenidos en la primera muestra post-tratamientos
(muestra 4) de los cuatro grupos experimentales analizados. El ANOVA de una solaviay
el test a posteriori aplicados a los datos de esta figura permitieron demostrar que los
valores porcentuales de glutamato en la muestra 4 del grupo ACEA-0,01/E15 son
significativamente mayores a los de los grupos VEH/NE, VEH/E15 y ACEA-0,01/NE (F3,
22)= 12,08, p<0,0001).
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Figura 14. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento de microdialisis. En esta figura se muestran los valores de las tres ultimas muestras
recolectadas mientras el animal permanecia en su caja-hogar y las cuatro muestras recolectadas durante
la re-exposicion al contexto previamente asociado con cocaina, posteriormente a los distintos
tratamientos aplicados (flecha azul). Cada punto de la curva representa la media + S.E.M. de los
porcentajes de glutamato extracelular (% con respecto a la linea de base) de cada una de las muestras
recolectadas cada 15 min. VEH= Solucion vehiculo, DMSO 0.1% en solucién salina. Dosis de ACEA
microinyectada en NAc Core: 0,01 fmol/0,5 ul/lado (ACEA-0,01). NE=Animales no sometidos a estrés.
E15=Animales sometidos a una sesidn de estrés por inmovilizacién de 15 min de duracién. Los animales
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del grupo ACEA-0,01/E15 mostraron un aumento significativo en los niveles de glutamato extracelular de
NAc Core en la primera muestra recolectada mientras los animales estan en el contexto previamente
asociado a la droga (####p<0,001 en comparacién con las muestras de la linea de base, *** p<0,0001 en
comparacion con la primera muestra de los grupos restantes). (C) Valores individuales de los porcentajes
de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea de base), determinados
para la muestra 4 de cada uno de los grupos experimentales. **p<0,01 comparando ACEA-0,01/E15 con
ACEA-0,01/NE, *** p<0,001 comparando ACEA-0,01/E15 con VEH/NE y VEH/E15. Las barras con puntos
representan la media + S.E.M., N=7 para los grupos VEH/NE y VEH/E15, y N=6 para los grupos ACEA-
0,01/E15 y ACEA-0,01/NE.

Localizacion de las probes de microdidlisis y las microinfusiones
En la Figura 14D se representa la ubicacion aproximada de los sitios de
microinfusion de ACEA y de VEH, asi como también la ubicacién de las membranas de

dialisis de las probes implantadas en cada animal que particip6 de este experimento.
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Conclusiones del objetivo especifico 3 (Experimentos Xl y XlI)

En conjunto, estos dos ultimos experimentos aportan evidencias acerca del
mecanismo glutamatérgico que subyace a la participacion de los CB1Rs en la respuesta
al estrés y a las claves contextuales previamente asociadas a la droga, en animales que
extinguieron el CPP. Por un lado, AM251 microinyectado en NAc Core, en la dosis mas
alta usada para el Experimento |, fue capaz de prevenir el aumento de glutamato
extracelular dentro del compartimento apareado a cocaina luego del estrés, lo cual fue

observado para el grupo microinyectado con VEH (Experimento XI). Por otro lado, ACEA

microinyectado en NAc Core, en la dosis mas alta usada para el Experimento lll, fue

capaz de inducir el aumento de glutamato extracelular dentro del compartimento
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apareado a cocaina al combinarse con un estrés de 15 min que no indujo el aumento de

glutamato por si solo (Experimento XlI).

En consistencia con los resultados del objetivo anterior, e integrando los

resultados del objetivo 1, nuestros hallazgos indican que la supresién o el aumento de
la liberacion de glutamato en NAc Core durante la re-exposicion al contexto asociado a
la droga subyacen claramente a la ausencia o al desencadenamiento de la bisqueda de
droga respectivamente. De manera interesante, en esta tesis se demuestra que la
manipulacidn farmacoldgica intra-accumbens de los CB1Rs al modular in vivo los niveles
de glutamato extracelular influye en la reinstalacidn inducida por estrés.

También queda demostrado que los estudios de microdidlisis in vivo como el
nuestro, en combinacién con técnicas farmacoldgicas y comportamentales, resultan de
gran utilidad para el estudio de los cambios neuroquimicos asociados a la conducta de

busqueda de droga.

Objetivo 4: Influencia de la activacidon de los receptores CB1 sobre los
niveles basales de glutamato extracelular de NAc Core, en animales que
extinguieron la preferencia condicionada a la droga

Experimento Xlll. La perfusion de ACEA en NAc Core mediante microdialisis reversa

reduce de manera dosis-dependiente los niveles basales de glutamato extracelular en

NAc Core

Diseio Experimental

Se evalud el efecto de la activacidn sostenida y continuada de los CB1Rs sobre los
niveles basales de glutamato de NAc Core mediante un experimento de perfusién local
de dosis crecientes del agonista de los CB1Rs (ACEA) mediante microdidlisis reversa, tal

como se describid en la seccidn correspondiente de Materiales y Métodos. Cabe

destacar que el grupo de animales usados para este experimento fueron aquellos que
previamente adquirieron y luego extinguieron el CPP asociado a cocaina (ver linea del
tiempo en la Figura 15A). El dia posterior a la implantacidon de la probe de microdialisis
(después del TE), los animales fueron conectados al sistema de tubos de microdidlisis y

se tomaron muestras durante 120 min para determinar la linea de base, de la misma
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manera que para los experimentos anteriores. Luego, sin desconectar el circuito y con
los animales siempre adentro de su caja-hogar, el agonista de los CB1Rs, disuelto en
solucién Ringer en una concentracién de 10 nM, fue perfundido a través de la probe
durante 60 min. Consecutivamente y de la misma manera, se administraron dos
concentraciones adicionales de ACEA (100 y 1000 nM). Por lo tanto, para cada animal
mantenido en su caja-hogar se obtuvieron cuatro muestras (cada 15 min) por cada
concentracion de ACEA. De esta manera, se analizaron las variaciones sucesivas en los

niveles basales de glutamato extracelular en respuesta a la activacion de los CB1Rs.
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Figura 15. (A) Protocolo experimental. TB= Test Basal. COC= Inyeccién de cocaina 10mg/kg via i.p., SAL=
Inyeccién de solucidn salina via i.p., TC= Test de Condicionamiento. TE=Test de extincién. El procedimiento
de microdialisis reversa se llevé a cabo tal como se describe en el texto. Durante los primeros 120 min las
probes fueron solo perfundidas con solucidon Ringer para establecer una linea de base. Luego se
administraron concentraciones crecientes de ACEA [10-100-1000 nM], disueltas en solucion Ringer,
mediante el sistema de bomba y tubos de microdialisis. Todas las muestras se tomaron cada 15 min, con
las distintas soluciones circulando por la probe y el sistema de tubos a un flujo de 1,5 pl/min.

Resultados

Mientras los animales permanecian en su caja-hogar dentro de la habitacién
experimental, sin ningun tipo de contacto con las operadoras, ni con el aparato de CPP
y ningun otro estimulo, la perfusién local de ACEA produjo una disminucidn significativa
en los niveles basales de glutamato extracelular en NAc Core, de manera gradual y en
parte dependiente de la concentracién. En la Figura 15B se observa que mientras se
perfundia ACEA en concentraciones de 100 y 1000nM los niveles basales de glutamato
fueron mas bajos que los de la linea de base (sin ACEA). Si bien los niveles de glutamato
de las muestras recolectadas durante la perfusion de ACEA en una concentracién de 10
nM no son significativamente diferentes a todas las muestras de la linea de base (sélo a
las dos primeras), al agrupar y calcular el promedio de las muestras por cada
concentracion de ACEA (Figura 15C) puede observarse que todas las concentraciones de
ACEA reducen los niveles basales de glutamato extracelular. Si se considera el promedio

de las ultimas cuatro muestras de la linea de base como el 100%, puede observarse que

141



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn RESULTADOS

la perfusion de 10 nM ACEA reduce los niveles basales de glutamato en un 23,54 + 5,55
%, 100 nM ACEA en un 34,02 £ 6,8 %, y 1000 nM ACEA en un 35,97 + 7,46 %.

Los datos de la Figura 15B, que muestra los niveles de glutamato (% con respecto
a la linea de base) a lo largo de todas las muestras recolectadas, fueron analizados
estadisticamente mediante un ANOVA de una via en donde los microdializados
sucesivos obtenidos (cada 15 min) fueron considerados como el factor de muestras
repetidas. Este analisis reporta el efecto significativo de este factor, F(1590=9,11,
p<0,0001. El test post hoc de Bonferroni revela que 3 de 4 muestras recolectadas
durante la perfusién de 100 nM ACEA (muestras 10, 11 y 12) y 3 de 4 muestras
recolectadas durante la perfusién de 1000 nM ACEA (muestras 14, 15 y 16) fueron
significativamente diferentes a todas las muestras de la linea de base (p<0,01).

Los datos de la Figura 15C, representados como grafico de barras con el promedio
de los valores porcentuales de glutamato de las cuatro muestras correspondientes a
cada una de las concentraciones de ACEA (0, 10, 100 y 1000 nM), fueron analizados con
un ANOVA de una via que revela que las diferencias entre los promedios son
estadisticamente significativas, F3, 24)= 7,836, p<0,001. El test post hoc indica que todos
los promedios de las muestras recolectadas por cada concentracion de ACEA perfundida

son diferentes al promedio de las muestras de la linea de base (0 nM).
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Figura 15. (B) Porcentaje de glutamato extracelular en NAc Core, con respecto a la linea de base (% linea
de base), determinado para cada una de las muestras recolectadas a lo largo del tiempo del
experimento de microdialisis. En esta figura se muestran los valores de las ultimas cuatro muestras
recolectadas mientras los animales eran perfundidos con solucion Ringer solamente y las doce muestras
recolectadas de manera ininterrumpida mientras se perfundia el agonista de los CB1iRs ACEA a través de
la membrana de didlisis (cuatro muestras por cada concentracién de administrada, 10-100-1000 nM).
Cada punto de la curva representa la media £ S.E.M. de los porcentajes de glutamato extracelular (% con
respecto a la linea de base) de cada una de las muestras recolectadas cada 15 min. Todas las muestras
fueron recolectadas mientras los animales permanecian en su caja-hogar. Las muestras recolectadas
mientras se perfundié ACEA en las concentraciones de 100 y 1000 nM muestran niveles de glutamato
extracelular significativamente menores a los niveles detectados en todas las muestras de la linea de base
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(*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001). N=7. (C) Promedio de los porcentajes de glutamato extracelular en
NAc Core determinado para las muestras agrupadas segun la concentracion de ACEA administrada. Los
datos de porcentaje de glutamato (% con respecto a la linea de base) de las muestras recolectadas fueron
agrupados por concentracién de ACEA (cuatro muestras por cada concentracién, 0-10-100-1000 nM). Las
barras representan la media + S.E.M. Los promedios de las muestras por cada concentracion de ACEA
muestran los niveles reducidos de glutamato basal en NAc Core con respecto a las muestras tomadas
cuando no circula ACEA (0 nM), es decir las de la linea de base. La significancia se detalla en la figura.

Localizacion de las probes de microdidlisis y las microinfusiones
En la Figura 15D se representa la ubicacién aproximada de las membranas de

dialisis de las probes implantadas en cada animal que participé dve este experimento.

Figura 15. (D) Esquemas de las secciones coronales del cerebro de rata,

N adaptadas del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007), que

'_ +252mm  myestran las ubicaciones unilaterales aproximadas de las membranas

de microdialisis (lineas verticales) en el NAc Core. Los numeros a la
izquierda indican los milimetros en referencia al punto Bregma.

Analisis integrado de los niveles basales de glutamato extracelular de NAc Core

a lo largo del protocolo de CPP y en respuesta a la activacion de los CB1Rs.

Si bien el método de No Net Flux es el mas aceptado para determinar la
concentracion basal de glutamato en unidades absolutas (Chefer y col., 2009), esta
ultima también puede reportarse a partir de los datos de lo que llamamos “linea de
base” en esta tesis, correspondiente a los experimentos de microdialisis “comun”. Si

tenemos en cuenta la definicion de nivel basal de glutamato extracelular puede

considerarse que las muestras recolectadas mientras los animales permanecieron en su
caja-hogar sin ningun tipo de contacto con las operadoras, ni con el aparato de CPP vy
ningun otro estimulo estresante o social, reflejan las concentraciones de “glutamato
III

basal”. De hecho, muchos trabajos se refieren como “glutamato basal” a todas las
muestras tomadas antes de la aplicacién de algun tratamiento o estimulo en particular

(Hotsenpiller y col., 2001; McFarland y col., 2003; Miguens y col., 2008), o incluso
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después de un tratamiento farmacoldgico mientras los animales permanecen en las
mismas condiciones (Baker y col., 2003; Baker y col., 2002; Liy col., 2018; Xiy col., 2006).

Teniendo en cuenta que la administraciéon contingente y no contingente de
cocaina, asi como el proceso de extincidn y la retirada de la droga, afecta la homeostasis
de glutamato en NAc Core y produce cambios en sus concentraciones basales (Baker y
col., 2003; Hotsenpiller y col., 2001; McFarland y col., 2003; Miguens y col., 2008), el
objetivo del presente analisis fue evaluar la influencia de las distintas etapas de nuestro
protocolo de adquisicidn, extincidn y reinstalacién del CPP, en los niveles basales de
glutamato extracelular de NAc Core. Para ello se reportaron y se compararon los
promedios de las muestras de las lineas de base, en unidades absolutas, de los
experimentos de microdidlisis presentados mas arriba (Experimentos VI, VII, VIII, Xl y
Xll). Adicionalmente, segun el porcentaje de reduccién de “glutamato basal”
determinado en el experimento de perfusion de ACEA (Experimento XllI) se infirieron
los valores de glutamato extracelular que se obtendrian si todos los animales que
pasaron por la etapa de extincién recibieran ACEA en una concentracion de 100 o 1000
nM mediante microdidlisis reversa.

El método de deteccion empleado en la presente tesis permite calcular las
concentraciones de glutamato extracelular extrapolando, a partir una curva de
calibracién, los valores analiticos de nuestras muestras con los de concentraciones
conocidas de glutamato. De esta manera, los datos pueden expresarse en unidades de
concentracién, como pmol/15 pl o pmol/muestra. Como fue mencionado mas arriba,
para los experimentos anteriores se reportaron los datos de glutamato que fueron
transformados a valores porcentuales para un mejor andlisis de los resultados
considerando la variabilidad entre las lineas de base de distintos animales. Para el
presente andlisis se consideraron los datos de concentracion sin transformaciéon a
valores porcentuales.

EnlaTabla 2, se presentan las concentraciones basales de glutamato extracelular
(pmol/muestra) determinadas para distintos grupos de animales segun la etapa del
protocolo de CPP en la que fueron analizados. Como puede observarse, luego de la etapa
de condicionamiento los niveles basales de glutamato extracelular en NAc Core

disminuyeron significativamente con respecto a aquellos obtenidos para el grupo de
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animales no expuestos a cocaina (p<0,0001). Si bien la concentracién basal de glutamato
pareci6 aumentar luego de la etapa de extincién, con respecto al “post-
condicionamiento”, los valores permanecieron bajos con respecto a los obtenidos para
el grupo “pre-condicionamiento”. Por otro lado, si el grupo de animales que extinguid el
CPP recibiera ACEA a través de microdialisis reversa (como los animales del Experimento
XIll) y se permitiera que se estabilicen los niveles basales de glutamato, la concentracion
final de glutamato seria de 22,75 + 0,94 pmol/muestra o 1,01 + 0,04 uM. La significancia
estadistica de las diferencias entre los grupos esta determinada por un ANOVA de una

via, Fs, 99)= 29,44, p<0,0001.

Etapa del protocolo de CPP N Glutamato basal (pmol/muestra)
Antes del condicionamiento 7 50,56 £ 4.8
Después del condicionamiento 14 29,02 2,5 *x kK
Después de la extincidn a1 3478+2,4 ok
Por perfusion de ACEA (prediccion) a1 22,75+09 ok ok

Tabla 2. Niveles basales de glutamato extracelular en NAc Core medidos después de finalizar cada etapa
del protocolo de CPP y predichos para la perfusidn de ACEA. El valor de concentracién basal de glutamato
extracelular (pmol/muestra) para cada grupo corresponde al promedio de las uUltimas 4 muestras
recolectadas antes de que los animales recibieran cualquier tipo de tratamiento, es decir las ultimas 4
muestras recolectadas para establecer una linea de base en los experimentos anteriormente descriptos.
Los valores se expresan como la media + S.E.M. Los niveles basales de glutamato extracelular en NAc Core
disminuyen significativamente después del condicionamiento con cocaina y se mantiene bajos después
de la extincidn del CPP, con respecto a los valores obtenidos en animales que no pasaron la primera etapa.
También se presentan los niveles de glutamato predichos para un experimento hipotético en el cual se
administre ACEA, de la misma manera que para el experimento Xlll, a animales que hayan extinguido el
CPP. ***p<0,001 y ****p<0,0001 con respecto a los valores del grupo evaluado antes del
condicionamiento.

Conclusiones del objetivo especifico 4 (Experimento Xll)

Cabe destacar que los niveles de glutamato analizados para este objetivo
especifico fueron medidos en condiciones basales, lo cual sugiere que la activacién
sostenida de los CB1Rs contribuye a los procesos reguladores de la homeostasis de
glutamato en NAc Core.

A diferencia de la administracion aguda de ACEA en una concentracion conocida

(microinyeccién, Experimento Xll), la perfusidon sostenida de ACEA en NAc Core

disminuye los niveles de glutamato extracelular. Esta diferencia puede deberse a las
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limitaciones de la técnica de microdialisis en términos analiticos. Ciertos cambios en la
liberacion de glutamato son tan sutiles y transitorios que resultan dificiles de detectar
con el método de microinyeccion, mientras que la perfusidn sostenida permite que se
evidencie mejor. Ademas, debido a que las muestras son recolectadas cada 15 min
(tiempo necesario para que se recoja suficiente cantidad de glutamato que pueda ser
detectado) algunas variaciones transitorias en los niveles del neurotransmisor pueden
“diluirse”. Sin embargo, a pesar de las limitaciones, nuestros hallazgos aportan una
consistente evidencia de que los estudios de microdidlisis in vivo constituyen una
herramienta valiosa para seguir investigando los mecanismos que subyacen a la
participaciéon de los CB1Rs y de glutamato en la reinstalaciéon de la bisqueda de droga

inducida por estrés.

146



DISCUSION



Tesis Doctoral - Andrea S. Guzmdn DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que los CB1Rs participan en la
reinstalacion de la preferencia condicionada (CPP) a cocaina inducida por estrés y que
este rol se asocia a la funcidn que estos receptores cumplen en la modulacién de la
liberacion de glutamato en NAc Core, lo cual resulta clave para la iniciacion del
comportamiento de busqueda de droga. Si bien se conoce que ambas subregiones del
NAc, Core y Shell, participan en los procesos de aprendizaje asociativo relacionados con
las drogas y el control sobre las conductas apetitivas, nuestro estudio aporta evidencia
importante acerca de la participacion especifica de los CB1Rs de NAc Core, pero no de
NAc Shell, en la induccién de la conducta de busqueda de cocaina, en respuesta a un
estresor asi como a las claves contextuales asociadas a dicha conducta.

Especificamente, nuestros principales hallazgos mostraron que el
antagonismo/agonismo inverso de los CB1Rs por AM251 en NAc Core, pero no en NAc
Shell, revierte de manera dosis-dependiente la reinstalacidon del CPP inducida por una
sesion de estrés por inmovilizacion; y que el agonismo de CB1R por ACEA en la misma
subregion facilitd la reinstalacion después de una sesién de estrés sub-umbral.
Curiosamente, esta accion supresora o facilitadora de AM251 o ACEA, respectivamente,
se reflejé en una supresién o una potenciacion del aumento de glutamato extracelular
en NAc Core, especificamente durante la re-exposicién al contexto asociado a cocaina
luego del estrés, en animales bajo condiciones de reinstalacion. Ademas, mediante el
uso de una variante de la técnica de microdialisis in vivo que permitié administrar ACEA
de una manera mas sostenida en el tiempo, se demostré que la activacion de los CB1Rs
tiene como consecuencia una disminucion de los niveles basales de glutamato
extracelular, lo cual se propone que podria resultar en una reducciéon en el tono
inhibitorio de receptores metabotrdpicos presinapticos mGluR-2/3. De esta manera, la
disminucion de los niveles basales de glutamato extracelular, como resultado de la
activacion de los CB1Rs (demostrado en esta tesis), favoreceria el subsecuente aumento
de la liberacion de glutamato extracelular inducido por estrés y por el contexto asociado
aladrogay, en consecuencia, se desencadenaria la busqueda de droga en el modelo de
reinstalacion del CPP.

A continuaciéon, se discutiran aspectos conductuales y neuroquimicos

contrastando nuestros resultados con la bibliografia mds relevante hasta la fecha,
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resaltando cuestiones no solo metodoldgicas sino también conceptuales y mecanisticas.
Cabe destacar que nuestros hallazgos mas importantes derivan del uso combinado de
métodos neuroquimicos, neurofarmacolégicos y comportamentales, dentro de los
cuales se incluyen el monitoreo de glutamato mediante microdialisis in vivo, la
administracion localizada de ligandos para los CB1Rs, y la utilizacion del paradigma de
CPP para modelar la conducta de busqueda de cocaina inducida por estrés. Este tipo de
abordaje no sdlo resulta de gran importancia para profundizar en el estudio de los
mecanismos de neuroplasticidad a corto y largo plazo relacionados con una patologia
dual (trastorno por consumo de sustancias y trastornos de estrés) sino que también
permite la identificacién de blancos valiosos para el desarrollo de nuevas estrategias de

prevencion y tratamiento de la adiccidn a cocaina.

Antagonismo de los receptores cannabinoides CB; y supresion de
la reinstalacion inducida por estrés

En el presente estudio se demostr6 que la administracion del
antagonista/agonista inverso CB1R, AM251 en NAc Core, pero no Shell, en una dosis de
5 nmol/0,5 ul/lado, suprime la reinstalacion de la preferencia condicionada al sitio
asociado a cocaina inducida por un estrés por inmovilizacién de 30 min de duracién
(Experimentos | y II). En concordancia con nuestro estudio, otras dos investigaciones,
gue también utilizaron el paradigma de CPP, demostraron que la administracion de
AM251 bloqued la reinstalacidon de la preferencia condicionada inducida por estrés. Mas
especificamente, un estudio realizado con ratones ha demostrado que la administraciéon
sistémica de AM251 bloquea la reinstalacién inducida por un estrés de nado forzado en
un paradigma de extinciéon de CPP (Vaughny col., 2012). Por otra parte, en el trabajo de
Tung y col. (2016) se muestra en ratas Wistar que la reinstalacion del CPP a cocaina,
inducida por una sesién de estrés por inmovilizacion de 30 min, es prevenida por la
administracion de AM251 tanto por via sistémica como intra-ATV. Ademas, ambos
trabajos relacionaron este efecto de AM251 en la reinstalacidn con la interaccién de los
CBiRs con otros sistemas cerebrales, como el noradrenérgico y el de
orexina/hipocretina. Conjuntamente con nuestros resultados, la evidencia indicaria que

es necesaria la activaciéon de los CB1Rs, presentes en circuitos mesolimbicos, para que
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ocurra la reinstalaciéon de la preferencia condicionada a cocaina, luego de la exposicidon
a un estresor. Sin embargo, en la bibliografia también se reportan algunos resultados
contrastantes cuando el modelo de reinstalacién inducida por estrés se evalua bajo el
paradigma de autoadministracién (AA). Por un lado, la administracion de AM251 por via
intracerebroventricular (i.c.v.) en ratas Long-Evans (Kupferschmidt y col., 2012) y por
otro lado, la administracion sistémica de otro antagonista/agonista inverso de CBiR
(SR141716A) en ratas Long-Evans y Wistar (De Vries y col., 2001), no lograron revertir la
reinstalacion de la conducta de AA de cocaina inducida por footshock. Los resultados
obtenidos por Kupfershmidt y col. (2012) resultan llamativos ya que encontraron que la
administracion sistémica de AM251 si logré inhibir la reinstalacion a la busqueda de
cocaina inducida por una inyeccion de CRF, pero no alteré la reinstalacion inducida por
footshock ni por una dosis desafio de cocaina, siendo que ambos efectos estan mediados
por CRF (Erb y col., 1998; B. Wang y col., 2005). De manera interesante, otro trabajo
reporté que si bien la reinstalacidon de la AA de cocaina inducida por estrés por footshock
no fue revertida por la administracion sistémica de AM251 (en ratas Sprague Dawley
gue previamente tuvieron acceso extendido a la droga), el mismo tratamiento si
bloqued la reinstalacidn inducida por una combinacién entre una dosis sub-umbral de
cocainay el estresor (McReynolds y col., 2016), indicando que los CB1Rs son importantes
en la interaccidon estrés-droga. Las diferencias encontradas entre todos estos trabajos
mencionados y nuestros resultados pueden deberse a las distintas variables
farmacoldgicas y conductuales que estan en juego. Entre estas podemos mencionar: los
distintos modelos conductuales empleados para inducir condicionamiento a cocaina,
extinciéon y luego reinstalacién (CPP vs.AA), como asi también las especies y cepas de
animales bajo estudio (ratones, ratas Wistar, Sprague Dawley o Long-Evans), los
antagonistas empleados (SR141716A o AM251), las vias de administracion (sistémica o
localizada) y los diferentes protocolos de estrés (inmovilizacién, nado forzado o
footshock). A continuacién, se amplia un poco mas la discusién acerca de cdmo estas
variables farmacolégicas y conductuales pueden explicar las discrepancias encontradas
en la bibliografia.

Cabe destacar que si bien el rol de los CBiRs estd mejor establecido para la

reinstalacion inducida por una dosis desafio de cocaina o por claves asociadas a la misma
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(ver reviews: Fattore y col., 2007; Oliere y col., 2013; Wiskerke y col., 2008), este tipo de
inconsistencias también han sido reportadas y discutidas en diferentes trabajos. Por
ejemplo, bajo el paradigma de CPP (Yuy col., 2011) o de AA (Adamczyk, Miszkiel, y col.,
2012; De Vries y col., 2001; Filip y col., 2006; Jing y col., 2014; Xiy col., 2006) se demostro
que diferentes antagonistas CBiR administrados sistémicamente bloquean Ia
reinstalacion inducida por una re-exposicidn a cocaina o a claves asociadas a la misma.
Sin embargo, hay estudios que hallaron resultados diferentes, como los experimentos
de Kupferschmidt y col. (2012) y de Mc Reynolds y col. (2018; 2016) en los cuales no se
observé un efecto de AM251 (i.c.v. o i.p., respectivamente) sobre la reinstalacién de AA
de cocaina inducida por una inyeccion de una dosis baja de la misma, o como el estudio
de Vaungh y col. (2012), llevado a cabo bajo el paradigma de CPP en ratones, en el cual
el antagonista AM251 no fue capaz de evitar la reinstalacion de la preferencia inducida
por una re-exposicidén a cocaina. Nuevamente estas divergencias fueron discutidas en
base a la variedad de modelos comportamentales empleados, los diferentes
antagonistas, las dosis administradas y la distribucién regional de los mismos como
resultado de las distintas vias de administracidn (sistémica, intrastriatal oi.c.v.).

La via de administracién de los ligandos para CB1R es probablemente uno de los
factores a considerar de manera especial al momento de comparar resultados de
diferentes trabajos. El CB1R es el receptor acoplado a proteina Gi/o presinaptica mas
ampliamente expresado en el cerebro (Herkenham y col., 1991; Mackie, 2005) y
participa en la modulacion de multiples procesos neuronales y conductuales, lo que
sugiere que el bloqueo simultaneo de CB1R en distintas areas cerebrales podria provocar
efectos complejos e incluso antagénicos entre si. Es preciso recordar también que los
receptores cannabinoides estdn distribuidos en tejidos periféricos (Maccarrone y col.,
2015). En conjunto, la administracion sistémica de un antagonista implica que se estén
ejerciendo acciones simultaneas sobre receptores implicados en diferentes procesos
neurobioldgicos y fisioldgicos, por lo tanto, puede resultar compleja la interpretacion de
los resultados. De hecho, actualmente se estd poniendo especial atencién en el rol de
los CB1Rs periféricos (presentes en células del tracto gastrointestinal o en el sistema
nervioso auténomo) en diversos comportamientos tales como el consumo de alimento

o alcohol (Chorvaty col., 2012; DiPatrizio y col., 2011; Gomez y col., 2002), las respuestas
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de miedo o tipo ansiedad (Bellocchio y col., 2013) y los efectos del estrés sobre procesos
de memoria (Busquets-Garcia y col., 2016). Por lo tanto, deberian considerarse las
acciones periféricas de SR141716A y AM251 cuando son administrados por via
sistémica, aunque se sostenga que AM251 posee una mayor afinidad y selectividad por
los CB1Rs del SNC (Lan y col., 1999). No obstante, vale resaltar que estd bien establecida
la relacién entre los efectos conductuales observados en respuesta a la manipulacién
farmacoldgica de los CBiRs y su rol en la modulacion de los sistemas de
neurotransmision (como glutamato, GABA, dopamina, noradrenalina) de dreas
cerebrales claves en el desarrollo y mantenimiento de la comportamientos adictivos
(Lopez-Moreno y col., 2008; Schlicker & Kathmann, 2001). Por lo tanto, los antagonistas
de CB1R por via sistémica claramente afectan de manera directa a estas estructuras para
inhibir la busqueda de droga a través de la modulacion de la liberacion de
neurotransmisores. En este sentido, las herramientas farmacoldgicas dirigidas
directamente a estas dreas pueden resultar muy valiosas para la investigacion del rol de
los CB1Rs en el SNC.

En distintos modelos de reinstalacidn para varios tipos de sustancias de abuso, el
empleo de la técnica de microinyeccién localizada provee evidencia de la importancia
de explorar la contribucidon especifica de los CBiRs de distintas dreas del circuito
mesolimbico en el comportamiento de busqueda de droga. Por ejemplo, se ha visto que
el tratamiento local con SR141716A tanto en BLA, CPf o en NAc reduce la conducta de
busqueda de nicotina (Kodas y col., 2007) y que la administracion local de AM251 en
NAc (Khaleghzadeh-Ahangar & Haghparast, 2015) o en hipocampo dorsal, pero no en
CPf (Zhao y col., 2017), disminuye la reinstalacion del CPP asociado a morfina. En la
reinstalacion de la AA de heroina inducida por claves contextuales, se observé que los
CB1Rs de NAc y CPf, pero no los de BLA, son los que participan (Alvarez-Jaimes y col.,
2008). Otros estudios que aplicaron AM251 de forma localizada en ATV o NAc (Tungy
col., 2016; Xi y col., 2006) también reportaron el bloqueo de la reinstalacién a la
busqueda de cocaina inducida por estrés o droga, respectivamente. A pesar de toda esta
evidencia, todavia resulta necesario seguir profundizando en la contribucién particular
de estas regiones cerebrales en la reinstalacién y en cdmo los CB1Rs modulan localmente

procesos homeostaticos y sindpticos propios de cada darea. Es por todo esto que en
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nuestro trabajo exploramos la contribucion diferencial de los CB1Rs de las subregiones
que conforman el NAc (Core vs.Shell), tanto en la conducta de busqueda de droga como
en la modulacién de la transmisién glutamatérgica local. Este tipo de abordaje permite
evaluar los efectos de la manipulaciéon farmacoldgica de los CB1iRs en los circuitos
especificos que controlan la conducta asociada a aquellos estimulos que impactan en el
circuito de la motivacion.

Interesantemente en nuestro trabajo, el bloqueo de CB1R en NAc Core (mediante
la microinfusion de AM251 en la dosis mas alta) parece suprimir la reinstalacion al
inducir “aversién” por el contexto del CPP asociado con cocaina, aumentando el tiempo
de permanencia en el contexto apareado a solucién salina. En primer lugar, cabe
destacar que en este caso no es posible afirmar que AM251 produce "aversion
condicionada a un lugar" (CPA, por sus siglas en inglés), ya que bajo condiciones de
reinstalacion no se evalla el desarrollo del condicionamiento pavloviano para AM251,
sino meramente una consecuencia aguda e inmediata del tratamiento. En segundo
lugar, al analizar la Figura 2B puede observarse que el tiempo de permanencia en el
contexto apareado a solucién salina durante el TR en realidad no es estadisticamente
diferente al medido durante el TE para el mismo grupo experimental (AM251-5/E30).
Sin embargo, la tendencia hacia el aumento de la preferencia por el compartimento
apareado con salina resulta llamativa, sumado a la diferencia significativa con el resto
de los grupos experimentales. De esta manera, consideramos que es conveniente
reemplazar el término “aversién” por “tendencia a la evitacion” del contexto apareado
a la droga. En los otros dos trabajos que también reportan que AM251 (via i.p. o intra-
ATV) suprime la reinstalacion del CPP, no hay indicios de que los animales eviten de
manera significativa el compartimento apareado a cocaina durante el TR (Tung y col.,
2016; Vaughn vy col., 2012), por lo tanto podria descartarse un efecto “aversivo” de
AM?251 bajo estas condiciones. Sin embargo, resulta interesante la hipdtesis que sugiere
gue un estado de anhedonia inducido por el estrés en combinacién con el bloqueo de
CB1R en NAc podria llevar a los animales a evitar el contexto asociado a cocaina y por lo
tanto a prevenir la reinstalacion. En este sentido, Rademacher y Hillard (2007) reportan
gue el antagonismo de CB1R exacerba la anhedonia inducida por el estrés. Ademas, los

antagonistas/agonistas inversos de CB1R en dosis altas pueden suprimir la bdsqueda de
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reforzadores naturales lo cual indica que podrian estar induciendo un estado de falta de
motivacion general (Adamczyk, Miszkiel, y col., 2012; Chambers y col., 2004; De Vry y
col., 2004; J. McLaughlin & See, 2003; McReynolds y col., 2016). Lo interesante es que
en la presente tesis se muestra que la administracién de AM251 en NAc por si sola, en
ratas que no fueron sometidas a estrés, no indujo evitacion ni preferencia por un
contexto en particular, al igual que lo observado por Karimiy col. (2013) en ratas naive,
y por Vaughn y col. (2012) en ratones bajo condiciones de reinstalaciéon. Es decir, un
tratamiento agudo con antagonistas de CB1R por si solo no induce ningun efecto en la
expresidn de la preferencia/evitacidén por un contexto del aparato de CPP. De manera
un poco contraria a esta afirmacién, en dos trabajos independientes se observé que un
tratamiento intra-accumbens de varios dias con los antagonistas AM251 y SR141716A
resulté en CPAy CPP, respectivamente (Karimiy col., 2013; Ramiro-Fuentes y col., 2010).
Estas observaciones junto con nuestros resultados pueden indicar dos aspectos
adicionales: que los antagonistas de CBiR pueden tener efectos conductuales
especificos y que los CB1Rs de NAc pueden estar regulando de manera bidireccional la
expresion de respuestas condicionadas. Esta dicotomia en el tipo de respuesta
observada se relaciona justamente con la capacidad de NAc en modular el
comportamiento dirigido, tanto a la busqueda de estimulos recompensantes como a la
evitacién de los aversivos, y con que el resultado conductual final parece depender del
balance entre la informacidn que llega de areas limbicas y corticales (Floresco, 2015).
Por todo esto sugerimos que los CB1Rs podrian estar participando en la regulacién del
flujo de informaciéon que llega a NAc y en la seleccion de subcircuitos motores
involucrados en ambos tipos de respuestas (busqueda/evitacion).

Siguiendo la misma linea que el parrafo anterior, uno de los aspectos principales
a tener en cuenta es el rol de los CB1Rs en el procesamiento de memorias asociadas a
una droga (De Vries & Schoffelmeer, 2005). En la bibliografia se encuentran varios
trabajos que informan que los antagonistas de CB1R administrados por via sistémica
previenen la adquisicion de la AA y del CPP a cocaina en roedores (S. S. Hu y col., 2015;
Lopes y col., 2020; Orio y col., 2009; Soria y col., 2005; Xi y col., 2008; Yu y col., 2011),
aunque también hay trabajos que reportan lo contrario (Adamczyk, Miszkiel, y col.,

2012; Chaperon y col., 1998; Fattore y col., 2007; Filip y col., 2006; Lesscher y col., 2005)
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y las discrepancias se discuten considerando los aspectos farmacolégicos vy
metodoldgicos que hemos desarrollado en esta tesis. En relacion a los CB1Rs localizados
especificamente en el NAc y a la atenuacién del efecto reforzante/gratificante de la
cocaina, Orio y col. (2009) reporta que este ultimo puede ser atenuado por la
microinfusion de SR141716A en NAc Shell (y probablemente en NAc Core también,
segun discuten los autores). Ademds, Ramiro-Fuentes y col. (2010) mostraron que
cuando el antagonista SR141716A es inyectado directamente en NAc (Shell, pero con
difusién a Core también) conjuntamente con el tratamiento repetido con cocaina bajo
el paradigma de CPP, o cuando los CB1Rs de NAc son silenciados in vivo, lo que se observa
es una aversién condicionada al contexto asociado a la droga. En conjunto, todo indica
qgue en el NAc los CB1iRs son necesarios para regular la adquisicion del aprendizaje
condicionado a cocaina. Con respecto al proceso de extincion de la AAy del CPP asociado
a cocaina, se ha demostrado que los antagonistas CB1R la facilitan (S. S. Hu y col., 2015;
Ward y col., 2009). En este sentido se discute que, en realidad, los antagonistas de CB1R
en condiciones de reinstalaciéon no tendrian un efecto sobre la extincidn per se, sino que
mas bien suprimirian el comportamiento de busqueda de estimulos apetitivos en
general y de esta manera resultaria mas facil modificar el aprendizaje original (Ward y
col., 2009). Con respecto a la sensibilizacién conductual inducida por la administracién
repetida de cocaina, los antagonistas de CBiR previenen la expresién de la
sensibilizacion comportamental a cocaina de manera dependiente del contexto
(Gerdemany col., 2008). En resumen, teniendo en cuenta que el NAc cumple un rol clave
en el comportamiento dirigido y en el procesamiento de memorias asociadas a una
droga (Carlezon & Thomas, 2009), nuestros resultados suman evidencia relacionada con
que los efectos atribuidos a los cannabinoides exdgenos se deben, en parte, a la accién
de los CB1Rs sobre la neurotransmision de esta area.

En relacion al paradigma comportamental usado para modelar la recaida, diversos
trabajos plantean que en el establecimiento del CPP y de la AA se evaluan diferentes
procesos de aprendizaje (pavloviano clasico vs. instrumental) y diferentes propiedades
de las drogas (recompensa vs. reforzamiento), lo cual deriva en que los mecanismos
neurobioldgicos implicados en las respuestas evaluadas por estos paradigmas sean

distintos y disociables (ver revisiones de: Bardo & Bevins, 2000; Everitt y col., 2001;
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Weiss, 2005). Otro aspecto que puede ser tenido en cuenta al momento de comparar
ambos paradigmas comportamentales es el hecho de que el sistema mesocorticolimbico
se activa de forma diferente, segun si la administracién de la droga esta bajo el control
operante del animal o si recibe la droga de forma pasiva como sucede en el CPP (Di Ciano
y col., 1996; Hemby y col., 1997; Stefanski y col., 1999). Otra hipdtesis importante acerca
de por qué se observan mecanismos neurofarmacolégicos diferentes ante el uso de
paradigmas comportamentales distintos tiene que ver con el tipo de “sefiales
ambientales” que son intencionalmente apareadas con la administraciéon una droga y
que cumplen un rol crucial en la reinstalacién (Crombag & Shaham, 2002; See, 2002;
Weiss, 2005). Las seiiales de tipo “mds contextuales” incluyen al conjunto de estimulos
olfatorios, auditivos, tactiles o visuales presentados de forma “mas continua” y no
contingente a una respuesta conductual especifica durante la fase de adquisicién del
aprendizaje (Di Ciano & Everitt, 2003; Fuchs y col., 2005). En un aparato de CPP, las
claves contextuales de los compartimentos funcionan ademas como sefiales
“discriminativas”, ya que el animal puede “discriminar o discernir” entre un
compartimento asociado a la droga y otro compartimento que sefiala la ausencia de la
misma. Tanto en estudios clinicos como preclinicos, se ha visto que este tipo de sefiales
“mdas contextuales” tienen mayor poder predictivo, son mas potentes y adquieren
mayor relevancia en la recaida, en comparacién con seiales “mas discretas” apareadas
especificamente con la ejecucién de una respuesta operante (Bouton, 2002; Crombag y
col.,, 2008; Perry y col.,, 2014). Aunque se sabe que cualquier estimulo externo
condicionado tiene la capacidad de reactivar las propiedades incentivo-motivacionales
asociadas a la droga, pareceria que, segun su naturaleza, estan codificados, al menos en
parte, por diferentes patrones de activaciéon de circuitos neuronales (Bossert y col.,
2007; Fuchs y col., 2005; Valyear y col., 2020). Estos hallazgos brindan nuevamente la
idea de que dependiendo del paradigma usado o de la naturaleza de las claves
empleadas para inducir reinstalacion, pueden existir algunas variaciones en los sustratos
neurobioldgicos. Todos estos aspectos mencionados podrian explicar en parte algunos
de los resultados divergentes de la bibliografia en cuanto al rol de los CB1Rs en el proceso
adictivo, aunque es importante considerar que los eventos descriptos tienen cierto

grado de simultaneidad en los distintos modelos de reinstalaciéon, como asi también
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cierta superposicion en los sustratos neurobiolégicos subyacentes. No obstante, a partir
del andlisis de los trabajos relacionados estrictamente con nuestro objetivo principal, es
razonable proponer que los CB1iRs de NAc regulan de forma especifica la expresién del
comportamiento dirigido en respuesta a procesos dependientes del contexto. En este
sentido, creemos que nuestras observaciones bajo el paradigma de CPP, el cual se
enfoca de manera mds directa en el componente pavloviano clasico del aprendizaje

III

asociativo y predomina el componente “mas contextual” de los estimulos apareados con
la droga (Bardo & Bevins, 2000; Tzschentke, 2007), le dan relevancia al entendimiento
del rol de CB1R en NAc Core en los procesos dependientes del contexto (De Vries &
Schoffelmeer, 2005; Gerdeman y col.,, 2008). Finalmente, queremos resaltar la
importancia de tener en cuenta las diferencias metodoldgicas al momento de discutir
resultados, sin dejar de considerar que las conclusiones obtenidas a partir de distintos
paradigmas, son complementarios y aportan significativamente a la comprension
integral de un fendmeno comportamental complejo, como lo es la busqueda de droga.

El tipo de estresor al que son sometidos los animales al momento de evaluar la
reinstalacion es otro aspecto importante a tener en cuenta. Los distintos tipos de
estresores mds comunmente usados en la bibliografia ejercen efectos diferentes a nivel
comportamental, neurobioldgico y molecular. Esta premisa deriva de varios estudios
comparativos que reportan, por ejemplo, diferencias en la activaciéon del sistema
dopaminérgico (Dunn, 1988), en los niveles de citoquinas (Deak y col., 2005), ARNm para
c-fos y CRF (Funk y col., 2006), factor de transcripcién CREB (Briand & Blendy, 2013),
neurotrofinas (Scaccianoce y col., 2000) y expresion de receptores histaminérgicos (Ghi
y col., 1995), ademas de diferencias comportamentales (Mercier y col., 2003; Warner &
Drugan, 2012). Los hallazgos reportados en estos trabajos se dan principalmente tanto
a nivel de areas cerebrales que responden al estrés como asi también en &areas
involucradas en la reinstalacion a la busqueda de droga. Incluso, a nivel del SEC también
se encuentran diferencias en la produccion de endocannabinoides, segin el area
cerebral y el tipo de estresor estudiados (Gorzalka y col., 2008; Patel & Hillard, 2008;
Rademacher y col., 2008). Si bien resulta dificil establecer una relacién causal directa
entre los efectos neurofarmacoldgicos observados segln las variantes del estrés y los

efectos a nivel conductual, tener presente estas diferencias permite hacer un analisis
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integral de las implicancias o el impacto que pueden ocasionar distintos tratamientos

farmacoldgicos a nivel de las areas cerebrales afectadas por el estrés.

Agonismo de los receptores cannabinoides CB; e induccidon de la
reinstalacion luego del estrés sub-umbral

Nuestros resultados indican que la activacion de los CB1Rs de NAc Core es capaz
de facilitar la reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina luego de la
exposicion a una sesion de estrés que no induce reinstalacién por si sola.
Especificamente, una sesién de inmovilizacion de 15 min, que llamamos “sub-umbral”,
en combinacién con la administracién intra-NAc Core, pero no intra-NAc Shell, de la
dosis mas alta del agonista de los CB1Rs, ACEA, desencadend la reinstalaciéon del CPP
previamente extinguido (Experimentos IlIl, IV y V). Al revisar la bibliografia existente, se
destaca que el uso de agonistas CB1R para evaluar la participacion del SEC en la
reinstalacion se ha restringido a su administracion por via sistémica y, en la mayoria de
los casos, sin la presentacidn adicional de un estimulo disparador de la recaida, como
las claves, una dosis desafio o la exposicidn a estrés. De forma pionera, De Vries y col.
(2001) demostraron que el agonista cannabinoide no selectivo, HU210, conduce a una
marcada reinstalacién de la AA de cocaina luego de un periodo libre de drogade 2 6 3
semanas. De la misma manera, la reinstalacion de la AA de heroina (De Vries y col., 2003;
Fattore y col., 2011) o de nicotina (Biala & Budzynska, 2008; Gamaleddin y col., 2012)
pudo ser inducida mediante la sola administracion de agonistas CB1R tales como HU210
o WIN 55,212-2. Sin embargo, los resultados encontrados en el presente estudio
indicaron que la sola administracién de ACEA en NAc Core, en cualquiera de las dosis
utilizadas, no produjo reinstalacion de la preferencia condicionada al sitio previamente
asociado a cocaina. De manera similar a nuestras observaciones, se vié que la inyeccion
sistémica de CP-55,940, otro agonista CB1R, tampoco indujo la reinstalacién del CPP a
cocaina en ratones (Vaughn y col.,, 2012). Como ya mencionamos, las diferencias
encontradas en este tipo de estudios pueden deberse al uso de distintos agonistas, vias
de administracion y paradigmas conductuales. Interesantemente, estas inconsistencias
también aparecen en el conjunto de estudios que intentan determinar las propiedades

gratificantes/aversivas de agonistas CB1R per se (modelos de adquisicion de la conducta
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de busqueda de droga). Como se menciond en la Introduccion, en algunos trabajos se
observd que la administracion i.v. o i.p. de agonistas CB1R fue capaz de inducir el
comportamiento de busqueda/consumo en roedores y monos ardilla (De Luca y col.,
2015; Fattore y col., 2001; Justinova y col., 2003; Martellotta y col., 1998; Tanda y col.,
2000), aunque en otros trabajos se reporta lo contrario dependiendo del tipo de
agonista usado, de la especie animal o del paradigma conductual (Braida y col., 2001;
Chaperon y col., 1998; Cheer y col., 2000; Fattore y col., 2007; Lefever y col., 2014;
Lepore y col.,, 1995; Mallet & Beninger, 1998; Scherma y col.,, 2008; Valjent &
Maldonado, 2000; van Ree y col., 1978). Una explicaciéon posible para los efectos
contrapuestos de los agonistas CB1R es que los mismos podrian ejercer acciones sobre
otros tipos de receptores mas alld de su accidén primaria sobre los CB1Rs (Pertwee, 2010),
como por ejemplo acciones sobre los receptores vanilloides, GABAérgicos o
serotoninérgicos, a los cuales se unen con mucha menos afinidad. Ademas, se ha
propuesto que los diferentes agonistas CB1R tienen acciones especificas a nivel de las
vias intracelulares que modulan y proteinas con las que interaccionan, lo cual puede
derivar en diferentes efectos comportamentales (Bonhaus y col., 1998; Zou & Kumar,
2018).

Con respecto a la accion de ACEA sobre los CB1iRs, se sabe que este agonista
constituye el ligando con mas especificidad y afinidad por este subtipo de receptores
cannabinoides (An y col., 2020; Hillard y col., 1999) y ha sido empleado en diferentes
estudios para demostrar la activacion de esos receptores, tanto a nivel del SNC como en
sistemas periféricos. En nuestro trabajo, para demostrar esta especificidad se decidid
realizar una co-infusion de AM251 con ACEA en NAc Core, y se observd que el
pretratamiento con AM251 previene el efecto facilitador de la administracién de ACEA
en NAc Core sobre la reinstalacion de la preferencia condicionada a cocaina inducida

luego de la exposicién a estrés sub-umbral (Experimento V). De esta manera,

confirmamos que el empleo de ACEA complementa de manera consistente los
resultados observados con AM251, y permite demostrar la participacidén especifica de
los CB1Rs en nuestro modelo. De manera interesante, a través de la administracion de
ACEA ha sido reportado previamente que la activacién del SEC tiene ademas

propiedades antidepresivas, anticonvulsivantes, analgésicas y neuroprotectoras (An 'y
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col., 2020; Aso y col., 2012; Luszczki y col., 2017; McDowell y col., 2013). No obstante,
no se ha reportado hasta el momento ningin estudio que emplee este agonista
especifico para demostrar la participacién de los CB1R en la reinstalacién de la busqueda
de droga. Lo que si se ha estudiado es la participacién de los CB1Rs en la excitotoxicidad
y neuroinflamacidn inducida por un estrés sub-crénico (Zoppi y col., 2011). Al respecto,
estos autores encontraron que un pre-tratamiento con ACEA previene la disminucién
del transporte y la recaptacién de glutamato inducida luego de la exposicion repetida al
estrés. En linea con esto, el agonista empleado en este trabajo ha resultado una buena
estrategia para estudiar la participacién de los CB1Rs en la homeostasis glutamatérgica
y en el impacto del estrés en la recaida.

De manera muy interesante, se ha demostrado previamente que el agonismo de
CB1R puede potenciar el efecto de estimulos que no produjeron reinstalacién por si
solos, tales como claves asociadas a una droga (Anggadiredja y col., 2004; Gamaleddin
y col., 2012) o dosis sub-umbrales de un antagonista alfa-adrenérgico (Vaughn y col.,
2012), de MDMA (Daza-Losada y col., 2011) o de metanfetamina (Anggadiredja y col.,
2004). En conjunto con nuestros resultados, proponemos que la activacién de CBiR
podria estar incrementando la vulnerabilidad para restablecer el comportamiento de
busqueda de cocaina al modificar el impacto de otros estimulos sobre determinadas
areas del cerebro. En nuestro caso, los CB1Rs ejercen una influencia sobre el impacto del
estrés en NAc Core. En este sentido, es importante hacer referencia primero a cémo el
estrés podria estar influyendo en la transmisiéon endocannabinoide en el cerebro. La
evidencia indica que diferentes tipos de estrés o eventos que inducen comportamientos
“tipo ansiedad” pueden modificar los niveles de endocannabinoides y pueden influir en
la sefializacidn de CB1R en varias regiones del cerebro implicadas en el comportamiento
de busqueda de drogas (ver revisiones de: Gorzalka y col., 2008; Hill & McEwen, 2010;
Hillard, 2014; Morena y col., 2016). Especificamente en el NAc, el estrés repetido por
inmovilizacion provocé un aumento en el contenido de 2-araquidonil-glicerol (2-AG)
(Patel y col., 2005) y el estrés crénico impredecible produjo una disminucién de la
actividad de los CB1Rs (W. Wang y col., 2010). Desafortunadamente, la relacién directa
entre una exposicion aguda a estrés y los cambios en la sefializaciéon endocannabinoide

en NAc no ha sido establecida hasta la fecha, y menos aun luego de un tratamiento con
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cocaina. No obstante, en el trabajo de Patel (2005) se sugiere que en realidad si podria
haber un aumento de 2-AG en NAc, tal como sucede en el hipocampo y la CPf (Hill y col.,
2011; R. J. MclLaughliny col., 2012; Rademacher y col., 2008; Roberts y col., 2012), pero
que, debido al contenido absoluto muy pequeio de 2-AG en esta area, las variaciones
en la concentracion son dificiles de detectar mediante las técnicas empleadas
(cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas).

Consideramos que resultaria interesante y necesario profundizar en el disefio de
experimentos que permitan evaluar los cambios en el SEC que ocurren in vivo, luego de
la exposiciéon al estrés y en condiciones de reinstalacion, para entender mejor la
dinamica de los procesos celulares que subyacen a las respuestas conductuales mediada
por los CB1Rs. En conclusién, nuestras observaciones referidas a que el agonismo de
CB1R en NAc Core facilita la reinstalacién después de un estrés sub-umbral, en conjunto
con los resultados neuroquimicos que se discutiran mas adelante, nos brinda un claro
indicio de que el estrés impacta en el NAc Core y que la activacién de los CBiRs

contribuye a este proceso.

Participacion diferencial de los receptores cannabinoides CB; de
Nucleo Accumbens Core vs. Shell

Los resultados del presente trabajo de tesis doctoral indican por primera vez que
los CB1Rs especificamente de NAc Core, pero no de NAc Shell, estan involucrados en la
reinstalacion inducida por estrés, en concordancia con hallazgos previos de nuestro
laboratorio que demostraron el rol de los receptores glutamatérgicos NMDA y mGIuR5
de NAc Core, pero no de Shell, bajo el mismo protocolo experimental de reinstalacién
inducida por estrés (De Giovanni y col., 2016, ver tesis doctoral de De Giovanni). Esta
consistencia nos permitié plantear experimentos para probar la hipdtesis de que, en
nuestro modelo, el conocido rol de los CB1Rs como neuromoduladores puede estar
ejerciéndose sobre las terminales glutamatérgicas de NAc Core para influenciar la
reinstalacion. Hasta la fecha, ningun trabajo habia explorado la participacién diferencial
de los CB1Rs de NAc Core vs. Shell en la reinstalacién a la busqueda de droga. De hecho,
en el Unico trabajo en el cual se evalud y demostré la participacién especifica de los

CB1Rs de NAc en este fendmeno no se hizo una distincién entre las subregiones (Xiy col.,
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2006), pero lo interesante es que segun el examen histoldgico que presentan los autores
se podria decir que sus resultados estan mas relacionados con efectos sobre el NAc Core.

La evidencia demuestra que el rol que cumple el NAc en la bisqueda de droga es
bastante complejo y si bien ambas subregiones que lo componen participan en la
reinstalacion de la busqueda de cocaina, las proyecciones glutamatérgicas que llegan
exclusivamente a NAc Core constituyen una via en comun critica para los distintos
estimulos que inducen la reinstalacién (Mantsch y col., 2014; McFarland y col., 2004;
McFarland y col., 2003; See, 2002; Stefanik & Kalivas, 2013; Stefanik y col., 2016). Cabe
destacar que el NAc Core y el NAc Shell no estan involucrados en la respuesta
instrumental per se, sino que mas bien influencian el comportamiento de busqueda en
base al procesamiento de informacién motivacionalmente relevante (Corbit & Balleine,
2011; Corbity col., 2001). Especificamente el NAc Core, planteado como el principal sitio
de integracién limbica-motora del cerebro, recibe proyecciones glutamatérgicas desde
estructuras “limbicas” como el hipocampo, BLA, pero principalmente de CPf
dorsomedial, y proyecta hacia otras areas motoras como el pdlido ventral y sustancia
nigra principalmente (mas detalles en la Introduccion) (Floresco, 2015). De esta manera,
el NAc Core es el responsable de integrar informacion contextual, espacial, asociativa 'y
emocional para luego iniciar la accién motora que subyace a la expresién de los
comportamientos aprendidos relacionados con estimulos recompensantes (Scofield y
col., 2016). De hecho, bajo los procedimientos conductuales de condicionamiento
pavloviano clasico, reforzamiento de segundo orden y reinstalacion inducida por claves,
se comprobd que la lesidn o la inactivacidn selectiva de NAc Core, pero no de NAc Shell,
atenua la busqueda de psicoestimulantes (Fuchs y col., 2004; Gipson, Kupchik, y col.,
2013; Ito & Hayen, 2011; McFarland y col., 2003; Parkinson y col., 2000). De manera mas
especifica, numerosos estudios confirmaron la importancia de la transmisidon
glutamatérgica de NAc Core en diversos modelos de busqueda de cocaina controlada
por claves discretas o contextuales (Backstrom & Hyytia, 2007; Di Ciano & Everitt, 2001;
McGlinchey y col., 2016; Stefanik y col., 2016; Xie y col., 2012), reinstalacion inducida
por la droga (Cornish & Kalivas, 2000; McFarland y col., 2003; Stefanik y col., 2016;
Stefanik y col., 2013), y reinstalacidn inducida por estrés (De Giovanni y col., 2016;

McFarland y col., 2004). Estudios comparativos que exploraron la contribucién
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diferencial de los mecanismos moleculares glutamatérgicos en las subregiones de NAc,
muestran por ejemplo la importancia del transportador de glutamato GLT-1 (Fischer-
Smith y col., 2012; Fischer y col., 2013) y de los receptores NMDA (De Giovanni y col.,
2016), mGIuR1 (Hammady col., 2017; Xie y col., 2012) y AMPA (Cornish & Kalivas, 2000;
Di Ciano & Everitt, 2001) de NAc Core, pero no Shell, en la reinstalacion a la busqueda
de cocaina inducida por diversos estimulos.

El NAc Shell parece cumplir un rol mds importante en las primeras etapas del
proceso adictivo, como ya fue descripto en la Introduccidn, puesto que estaria asociado
mas bien con los efectos estimulantes y el procesamiento del valor incentivo-
motivacional de las drogas (Floresco, 2015; Pontieri y col., 1995; Sellings & Clarke, 2003)
y su inactivacion no altera la reinstalaciéon de la AA de cocaina inducida por una dosis
desafio de la misma o por claves discretas asociadas (Fuchs y col., 2004; McFarland &
Kalivas, 2001; McFarland y col., 2003). Sin embargo, se ha visto que el NAc Shell si
participa en la reinstalacién inducida por estrés (McFarland y col., 2004; Xi y col., 2004)
y por claves contextuales (Fuchs y col., 2008), aunque las evidencias indican que en esta
subregién predominan los mecanismos asociados a la transmisidon dopaminérgica, mas
que a la glutamatérgica, para inducir la busqueda de cocaina. Esta conclusion deriva de
varios experimentos que demuestran que la manipulacién farmacolégica de los
receptores dopaminérgicos, o la lesidn selectiva de terminales dopaminérgicas en esta
subregién, inducen un efecto marcado en la reinstalacién (S. M. Anderson y col., 2006;
Bachtell y col., 2005; Schmidt y col., 2006; Schmidt & Pierce, 2006) y en la adquisicién
del aprendizaje condicionado a cocaina (Sellings y col., 2006). Finalmente, cabe destacar
gue el NAc Shell se encuentra mas bien “cascada arriba” con respecto a NAc Core, y
junto con los nucleos del lecho de la estria terminal (BNST) y la amigdala central
conforman lo que se denomina la amigdala central extendida (de Olmos & Heimer,
1999), en donde se procesa informacién mds bien de tipo sensorial y emocional para
otorgar un significado al estimulo estresor. De esta manera, se cree que el estrés activa
primero a estas regiones y luego, a través del ATV, se activa al subcircuito motor
conformado por la CPf, el NAc Core y el palido ventral para ejecutar la respuesta motora

(McFarland y col., 2004).
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Los CB1Rs se expresan en las terminales neuronales tanto de NAc Core como de
NAc Shell, siendo levemente mayor la expresion en NAc Shell aunque no se ha
encontrado el significado funcional de esta diferencia (Mato y col., 2005; Matyas y col.,
2006; Pickel y col., 2004; Pickel y col., 2006; Robbe y col., 2001; Schoffelmeer y col.,
2006). Sin embargo, la contribucién especifica de las subpoblaciones de CB1Rs en las
subregiones del NAc en la reinstalacidén no habia sido investigada hasta el momento. Por
un lado, resulta llamativa la superposicién de funciones entre los CB1Rs y el NAc Core
especificamente, como por ejemplo sus roles sobre la modulaciéon de los efectos
reforzantes secundarios de las drogas y en la reinstalacién. Su principal localizacién a
nivel presindptico en las terminales glutamatérgicas de NAc pero no en las
dopaminérgicas (Matyas y col., 2006; Pickel y col., 2004; Pickel y col., 2006; Robbe y col.,
2001; resultados contrastantes en: Wenger y col.,, 2003), y el hecho de que el
antagonismo de CB1R afecta la liberacidn in vivo de glutamato pero no de dopamina, en
el NAc de animales con una historia previa con cocaina (Li y col., 2018; Xi y col., 2006), y
que la activacion de los CB1Rs no inhibe la liberacidn in vitro de dopamina de forma
directa en el NAc (Mateo y col., 2017; Sperlagh y col., 2009; Szabo y col., 1999), sustenta
la idea de que los receptores cannabinoides podrian estar influyendo en la reinstalacién
principalmente por su accién sobre las terminales glutamatérgicas de NAc Core.

Interesantemente, un trabajo muy reciente que analiza las conexiones neuronales
de NAc Core, de forma celular-especifica, muestra como las proyecciones
glutamatérgicas (provenientes de hipocampo ventral, BLA y CPf dorsomedial)
interactlan con determinados tipos de neuronas espinosas medianas que componen el
NAc (las MSNs-D1 y las MSNs-D3), y como los CB1Rs regulan el grado de inhibicion en la
neurotransmision segun el tipo de sinapsis (Deroche y col., 2020). Este tipo de enfoque
resulta interesante debido a la heterogeneidad de subcircuitos presentes en NAc Core,
las propiedades intrinsecas de los mismos y los roles antagénicos pero balanceados que
ejercen en la modulacion de respuestas relacionadas al aprendizaje condicionado. En
este sentido, el SEC se plantea como un sistema muy versatil capaz de modelar la
plasticidad sinaptica de NAc de forma dependiente al tipo celular (Deroche y col., 2020;

Grueter y col., 2010). Sin embargo, aun queda mucho por explorar con respecto a la
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correlacién entre la especificidad de las conexiones neuronales en el NAc, la expresiéon

de distintos comportamientos y el rol de los CB1Rs en el balance de esta actividad.

El rol de los receptores cannabinoides CB; de Nuicleo Accumbens
Core en la reinstalacion inducida por estrés involucra cambios en
los niveles extracelulares de glutamato

Como ya se describid en la Introduccidn, la reinstalacion de la bisqueda de cocaina
involucra a varios sistemas de neurotransmisién del circuito mesocorticolimbico, pero
los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico son los mas estudiados. Un hallazgo
relevante en esta tematica es que el aumento tanto de glutamato como de dopamina
en NAc (Core y Shell) resulta necesario para la reincidencia a la busqueda de cocaina
disparada por la droga misma, por presentacion de claves asociadas o por exposicién a
un estresor (Bossert y col., 2013). Resultan interesantes los resultados de estudios
recientes que emplean métodos optogenéticos para inhibir vias especificas y que
muestran que tanto la proyecciones glutamatérgicas que llegan desde la CPf como
desde BLA son importantes en la reinstalacidon (Stefanik y col., 2016; Stefanik y col.,
2013). En base a esta evidencia se ha planteado que el balance final de la transmisiéon
excitatoria en NAc Core no depende especificamente del area de donde provenga el
glutamato, sino que mas bien depende de la cantidad de glutamato liberado en ese
nucleo, lo cual indica que existe un umbral necesario que debe alcanzarse para que se
dispare o se inicie el comportamiento dirigido. En este sentido, la hipétesis propone que
dicho umbral es alcanzado cuando hay un exceso de liberacidn presindptica de
glutamato de manera tal que se activan los receptores postsinapticos responsables de
la potenciacidn sinaptica rdpida transitoria en las MSNs (receptores AMPA y NMDA), y
adicionalmente se activan aquellos receptores que se encuentran mas alejados de la
sinapsis (como los mGIuR-5 y los NMDA que expresan la subunidad N2B) y que estdn
involucrados en cambios neuroplasticos (Backstrom & Hyytia, 2007; Knackstedt y col.,
2014; H. Shen y col., 2011; H. W. Shen y col., 2014). Estos procesos pre-, post- y extra-
sindpticos estan estrechamente relacionados con la recaida y su probabilidad o grado

de ocurrencia depende de aquellos mecanismos que regulan la homeostasis de

glutamato en el compartimento extracelular (Kalivas, 2009). En esta linea, esta bien
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establecido que el transportador glial de glutamato GLT-1 regula negativamente los
niveles basales de glutamato extracelular, y su expresion y actividad se ve reducida luego
del consumo de drogas como la heroina, nicotina, cocaina y alcohol. Lo interesante es
que esta reduccién inducida por las drogas conlleva a un subsecuente “derrame” de
glutamato sinaptico en NAc Core que esta asociado con la reinstalacién a la busqueda
de las mismas (Gipson, Reissner, y col., 2013; Knackstedt y col., 2010; Reissner y col.,
2015; Sariy col., 2011; H. W. Shen y col., 2014). Ademas de reducir al GLT-1, el consumo
cronico de cocaina, pero no de otras drogas, reduce la actividad del intercambiador
cistina/glutamato (Baker y col., 2003; Kau y col.,, 2008). También encontramos que
distintos tipos de drogas de abuso alteran la funcionalidad del receptor metabotrépico
mGIuR-2/3 en NAc Core lo cual, debido a su localizacién presinaptica, resulta en un
aumento de la probabilidad de liberacién de glutamato ante la administraciéon de una
dosis de cocaina en la reinstalaciéon (Moran y col., 2005; Moussawi y col., 2011; Peters
& Kalivas, 2006; Xiy col., 2002). Todo esto indicaria que la reinstalacion depende de que
la liberacion de glutamato desde las terminales aferentes ocurra en cantidades
suficientes como para activar las vias eferentes. Por lo tanto, la homeostasis de
glutamato en dicha drea constituye un blanco clave para proponer terapias
farmacoldgicas que ayuden a prevenir la recaida (Kalivas y col., 2009).

Los CB1Rs cumplirian un rol importante en la regulacion de la liberacion de
glutamato necesario para que se desencadene la conducta de busqueda droga. El
presente trabajo de tesis aporta evidencias sélidas a esta hipdtesis. En primer lugar,
observamos que la microinfusidn del antagonista CB1R AM251 en NAc Core previene el
aumento de glutamato extracelular de NAc Core, inducido por estrés durante los

primeros 15 min de re-exposicidn al contexto asociado a cocaina (Experimento XI). De

manera similar, previamente se ha demostrado que el antagonismo de CB1R, mediante
la administracion sistémica de AM251, fue capaz de bloquear el aumento de glutamato
extracelular en NAc inducido por una dosis desafio de cocaina, pero no asi de bloquear
el aumento de liberacidn dopamina en la misma area (Xi y col., 2006). Esto coincide,
como ya se menciond, con la localizacion de los CB1Rs en terminales glutamatérgicas
pero no dopaminérgicas en NAc (Mato y col., 2005; Matyas y col., 2006; Pickel y col.,

2006; Robbe y col., 2001). En conjunto con nuestras observaciones, podemos afirmar
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gue AM251, administrado tanto por via i.p. como localmente en NAc, ejerce su efecto
inhibitorio sobre la busqueda de cocaina al modular negativamente la liberacion de
glutamato, y no de dopamina, en respuesta a un estimulo desencadenante, y que este
efecto supresor resulta crucial para que no ocurra la reinstalacién.
Complementariamente a los resultados observados con el antagonista CB1R, en la
presente tesis se observé que la microinfusién del agonista CB1R ACEA en NAc Core, en
combinacidn con una sesidn de estrés sub-umbral, induce un aumento de glutamato
extracelular en el drea durante los primeros 15 min de re-exposicién al contexto

asociado con cocaina (Experimento XlI). En conjunto con las observaciones a nivel

comportamental, podemos establecer que el antagonismo o el agonismo de los CB1Rs,
gue se asocia al blogueo o a la potenciacién, respectivamente, de la conducta de
reinstalacion de la preferencia luego del estrés, sucede en simultaneo al bloqueo o a la
potenciacidn, respectivamente, del aumento de la liberacidn de glutamato en NAc Core
durante la re-exposicidn al contexto asociado con la droga. En resumen, nuestro trabajo
aporta, de manera novedosa, evidencia de que la manipulaciéon farmacolégica de los
CB1Rs modula in vivo los niveles de glutamato contribuyendo al alcance, o no, del umbral
necesario para activar la respuesta conductual.

En consistencia con nuestros hallazgos obtenidos con los ligandos para CB1R sobre
la reinstalacién de la conducta de busqueda a cocaina, existen evidencias del impacto
de diferentes estimulos disparadores (estresores, claves contextuales y una dosis
desafio de la droga) sobre la neurotransmision glutamatérgica, asi como también sobre
la liberacion de endocannabinoides o la expresidn de los CB1Rs en el NAc. Con respecto
al efecto de una dosis desafio de cocaina, ya presentamos evidencias de que es capaz
de inducir aumento in vivo del glutamato extracelular en el NAc de animales bajo
condiciones de reinstalacion (McFarland y col., 2003; Xi y col., 2006) y aumento de la
potenciacidn sindptica en preparados ex vivo (Gipson, Kupchik, y col.,, 2013;
Stankeviciute y col.,, 2014). A nivel del SEC, se observé un aumento de los
endocannabinoides 2-G, oleoiletanolamida (OEA) y palmitoiletanolamida (PEA), pero
disminucion de la concentracion de anandamida y ninglin cambio en la expresion de los
CB1Rs (Bystrowska y col., 2019). Con respecto al efecto de las claves asociadas a cocaina,

también se reporta el aumento de glutamato extracelular (Bell y col., 2000; Hotsenpiller
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y col., 2001). En relacién al efecto de una sesién de estrés, se ha mencionado
previamente que puede provocar un aumento de glutamato extracelular en varias areas

del circuito de la motivacion (ver mas arriba), pero nuestro trabajo (Experimento Xl) y el

de McFarland (2004) serian los Unicos en reportar dicho aumento en NAc Core bajo
condiciones de reinstalacién a la busqueda de cocaina. A nivel del SEC, no encontramos
ningun trabajo que haya monitoreado los niveles de endocannabinoides o expresion de
los CB1Rs en el NAc de animales que hayan reinstalado la buisqueda de cocaina luego de
la exposicidn a un estresor o a claves, pero si se han reportado cambios en el SEC luego
del estrés en animales naive (ver detalles mas arriba). En conclusion, la evidencia

disponible hasta la fecha es consistente con nuestros resultados del Experimento Xll, en

donde el agonista ACEA, en combinacidn con la sesion de estrés sub-umbral, provoca el
aumento del glutamato extracelular en NAc durante la re-exposicién al contexto
apareado a la droga. En la presente tesis sugerimos que la administracion de ACEA
puede estar recapitulando la liberacion de 2-AG en NAc Core en respuesta al estrés,
mecanismo a través del cual se activan los CB1iRs presindpticos y astrogliales que,
mediante mecanismos indirectos y directos, favorecen el aumento de glutamato
extracelular en respuesta a estrés y, por lo tanto, la conducta de busqueda de droga.

El desarrollo de un sistema de monitoreo in vivo de los niveles de glutamato

extracelular mediante la técnica de microdialisis, no sélo en condiciones de reinstalacion

sino también en las fases previas del protocolo de CPP, nos permitié determinar varios
aspectos importantes en el modelo planteado. En primer lugar, que existe una
correlacién entre la activacion de una memoria apetitiva (ante la presentacion del
contexto asociado a la droga) y mayores niveles de glutamato extracelular de NAc Core
en las muestras recolectadas, ya que esto ultimo sélo ocurre después de confirmar la
adquisicion de la preferencia condicionada pero no antes del condicionamiento o
después de la extincion de ese aprendizaje (Experimentos VI, VIl y VIII). En segundo
lugar, el hecho de que el aumento de glutamato se dé solamente en el contexto
motivacionalmente relevante para el animal, nos da una idea de la importancia de la
transmisién glutamatérgica de NAc Core en el procesamiento de la informacion
sensorial y contextual asociada a la droga y de la especificidad de la respuesta

neuroquimica (Experimentos VIl y X). En tercer lugar, que los efectos del estrés en la
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transmisién glutamatérgica de NAc Core de manera dependiente del contexto

(Experimento X) coinciden con la concepcién del estrés como un potenciador de los

efectos gratificantes de la droga y el valor incentivo de las claves previamente asociadas
a su consumo (Mantsch y col., 2014). Y en cuarto lugar, la adaptacién de la técnica
(mediante el uso de una probe con una canula guia adosada para microinfusiones)
permitio replicar de la mejor manera posible las condiciones en las cuales se llevaron a
cabo las pruebas conductuales, logrando que las dosis de los ligandos CB1iR sean
microinyectados en el mismo volumen y durante la misma ventana de tiempo
(Experimentos Xl y XlI). De esta manera, el disefio de nuestros experimentos permite
brindar informacion valiosa y necesaria acerca de los procesos transitorios que se dan
in vivo y en presencia del conjunto de variables ambientales que influyen en la conducta
de los animales. Ademads, el disefio de nuestros experimentos permitié arribar a
conclusiones mas precisas acerca de como se correlaciona la liberacién de glutamato
dependiente del contexto e inducida por estrés y la conducta de reinstalacidon del CPP.
En conclusién, nuestro trabajo permite profundizar en cémo los CBiRs median la
influencia in vivo del estrés sobre la neurotransmisidon glutamatérgica en NAc para
desencadenar la recaida, de manera dependiente del significado motivacional del
contexto al cual se exponen los animales, de la historia previa con la droga, y del curso
temporal de los cambios sobre el glutamato extracelular.

La abundante evidencia recabada en estos 30 afios de estudio de los receptores
cannabinoides desde su identificacién sugiere que el mecanismo neurobioldgico que
subyace al papel de CB1R en la adiccidn a las drogas es complejo, de modo que las vias
de sefializacién y las proteinas de interaccién utilizadas por estos receptores son mucho
mas variadas que las establecidas originalmente (Demuth & Molleman, 2006; Nogueras-
Ortiz & Yudowski, 2016). Consideramos que este estudio abre nuevas avenidas al andlisis
de las complejas interacciones de CB1R con numerosos efectores y proporciona una
plataforma neuroquimica-comportamental sélida para monitorear in vivo los cambios
en la liberacidn de glutamato en respuesta al estrés y a un contexto especifico, bajo un
modelo de recaida. La informacién presentada en esta tesis resulta muy valiosa ya que
todos los datos recabados hasta la fecha han sido obtenidos principalmente a partir de

modelos in vitro o ex vivo. A continuacién, se discutird el posible mecanismo que
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subyace al rol de los CB1Rs en nuestro modelo experimental sin dejar de considerar las
limitaciones que poseen las distintas técnicas empleadas para explorar mecanismos

celulares y moleculares involucrados.

Mecanismos neuroquimicos que subyacen al rol modulador de
los receptores cannabinoides CB; sobre los niveles de glutamato
extracelular

Los principales mecanismos celulares descriptos para explicar el rol modulador de
CB1R en la neurotransmisidon excitatoria se basan en la capacidad que tienen estos
receptores tanto para modificar la eficacia sindptica como para alterar la homeostasis
del glutamato de un area cerebral en particular. En el presente estudio enfatizamos que
estos dos procesos pueden involucrar mecanismos moleculares diferentes, los cuales
pueden ser directos o indirectos e incluso desarrollarse a distintas escalas temporales y
tener influencia el uno sobre el otro. Por un lado, describimos cdmo los CB1Rs podrian
tener cierta actividad constitutiva de manera tal que modulan los niveles basales de
glutamato, en ratas que se encuentran bajo condiciones de reinstalacién y que no
reciben ningln estimulo particular en simultdaneo que pueda disparar la busqueda de
droga. Por otro lado, describimos los mecanismos moleculares relacionados a una
liberacion de glutamato mas “fasica”, a nivel sinaptico y evocada por estimulos que se
sabe que disparan la busqueda de droga (claves, estrés y/o droga). En este sentido, es
altamente probable que la manipulacién farmacoldgica de los CB1Rs de NAc Core altere
la homeostasis de glutamato en condiciones basales e impacte en la subsecuente
liberacion presindptica de glutamato disparada por el estrés durante la reinstalacion de
la conducta de busqueda de cocaina.

El mecanismo neurobioldgico subyacente que proponemos aqui, para explicar la
regulacién de los niveles basales de glutamato extracelular por parte de los CB1Rs, se
basa en el mecanismo candnico establecido para estos receptores, y en los procesos de
metaplasticidad en respuesta al tratamiento farmacoldgico con los cannabinoides
sintéticos. El mecanismo candnico de CB1R en NAc, demostrado en preparados in vitro
o0 ex vivo de cerebro de animales sin ningln tratamiento previo, explica cdmo la adicién

de cannabinoides exégenos resulta en la inhibicién de la neurotransmision mediada por
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glutamato, tal como ya se explicé en la Introduccién (Hoffman & Lupica, 2001; Robbe y

col., 2001; Robbe y col., 2003). Curiosamente, resultados reportados por el grupo de
Manzoni muestran que el mecanismo presindptico inhibitorio inducido por la activacién
de CB1R en NAc es independiente del bloqueo de los canales de Ca*? sensibles al voltaje
y de la cascada de AMPc/PKA, y sugiere que la inhibicion de la liberacién de glutamato
no solo involucra un efecto sobre la conductancia de la corriente de K*, que participa en
la liberacion evocada, sino también una accion directa sobre la maquinaria responsable
de la liberacion espontanea del transmisor, independiente de un potencial de accién
(Robbe y col., 2001; Robbe y col., 2003). Este ultimo mecanismo indica una posible
influencia sobre la liberacion basal de glutamato y es pertinente para explicar nuestras
observaciones in vivo durante la administracion local y sostenida del agonista de CB1R

ACEA mediante microdidlisis reversa, en donde fue observada una disminucion de los

niveles basales de glutamato extracelular de NAc Core, en animales bajo condiciones de

reinstalacion y que no recibieron ningun otro estimulo en simultaneo (Experimento XIII).

De forma complementaria a nuestros resultados, otro estudio in vivo mostré que la
administracion del antagonista SR141716A mediante microdidlisis reversa aumento el
glutamato extracelular en NAc (Li y col., 2018). En la misma linea, la sola inyeccién i.p.
de AM251 o0 SR141716A aumenté los niveles de glutamato en NAc (Li y col., 2018; Sano
y col., 2008; Xi y col., 2006), y la sola inyeccion de agonistas de CB1R (A9-THC o WIN
55,212-2) produjo la disminucién del glutamato en muestras de dializado de NAc
(Polissidis y col., 2013; Sano y col., 2008). En conjunto, sugerimos que todos estos
resultados de experimentos realizados in vivo apoyan la idea de que los CB1R de NAc
ejercen un control ténico inhibitorio de los niveles basales de glutamato extracelular, en
animales evaluados en ausencia de cualquier estimulo desencadenante, como la droga
o un estresor. Apoyando esta idea, ciertas evidencias in vitro y ex vivo indican que los
CB1Rs ejercen una accién ténica inhibitoria sobre la liberacién de los neurotransmisores,
ya que su blogueo incrementa la transmisidn sindptica basal en distintas areas
cerebrales (Castillo y col., 2012). Ademas, en general es aceptado que los CB1R estdn
activos constitutivamente en la mayoria de los sistemas (Canals & Milligan, 2008;
Fioravantiy col., 2008; Howlett y col., 2011; Nie & Lewis, 2001; Pertwee, 2005). También

vale resaltar que AM251 y SR141716A funcionan como agonistas inversos y por lo tanto
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reducen la actividad basal de CB1R (Pertwee, 2005). Todas estas evidencias acompafian
la hipdtesis de que, en ausencia de estimulos que puedan evocar una gran liberacién
sindptica de glutamato en NAc, los CB1Rs ejercen un control ténico sobre la liberaciéon
espontdnea de glutamato, lo cual trae consecuencias sobre sus niveles basales. En
conclusién, es razonable pensar que, actuando directamente sobre la maquinaria de
liberacion vesicular, la manipulaciéon farmacolégica de CB1R induce una desregulacién
marcada en la homeostasis de glutamato de NAc Core.

La nocién de que los cannabinoides exdgenos pueden desregular la homeostasis
de glutamato del NAc sugiere que el posterior efecto de un estimulo externo sobre la
liberacion sinaptica de glutamato in vivo puede verse afectado de forma secundaria. En
este sentido, esta bien establecido que las estrategias farmacoldgicas que revierten la
reduccion de los niveles basales de glutamato en NAc (ver ejemplos mas arriba) son
capaces de bloguear el subsecuente aumento transitorio de la transmisién
glutamatérgica, inducida por estimulo, que es necesaria para que ocurra el
comportamiento de busqueda de droga (Kalivas, 2009). La evidencia indica que el
aumento de los niveles basales de glutamato en NAc Core reestablece la funcidon de los
auto-receptores glutamatérgicos mGIuR-2/3, los cuales modulan negativamente la
liberacion de glutamato inducida por cocaina y la conducta de busqueda de droga
(Kupchik y col., 2012; Moran y col., 2005; Moussawi & Kalivas, 2010; Moussawi y col.,
2009; Peters & Kalivas, 2006). Este mecanismo también fue propuesto en el trabajo de
Xi y col. (2006) para explicar el efecto supresor de AM251 sobre la liberacién de
glutamato en NAc desencadenado por cocaina. Los autores sugieren que AM251 estaria
revirtiendo, en primera instancia, la disminucién de los niveles basales inducida por la
previa exposicién crénica a cocaina, lo cual restauraria el tono presinaptico inhibitorio
del receptor mGIuR-2/3 y llevaria a evitar el comportamiento de busqueda de droga.
Como prueba de esta hipétesis, estos autores mostraron que al bloquear los receptores
mGIluR-2/3 de NAc, administrando localmente el antagonista LY341495, fue revertido el
efecto inhibitorio de AM251 sobre la reinstalacién inducida por cocaina. De la misma
manera, es altamente probable que en nuestro trabajo el efecto supresor de AM251
sobre la liberacidn de glutamato, inducida por exposicidn al estrés y al contexto asociado

a la droga (Experimento Xl), esté relacionado con la restauracién del tono inhibitorio de
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los mGluR-2/3 como resultado de un previo incremento del glutamato extrasinaptico
basal. En apoyo a esta hipodtesis, se sabe que los receptores CBiR y mGIuR-2/3 co-
localizan en NAc (Mato y col., 2005). Ademas, de la misma manera que sucede con el
aumento de la liberacién de glutamato inducido por cocaina (Mahler y col., 2014; Xie &
Steketee, 2008) e inducido por claves asociadas a la droga (Smith y col., 2017), se sugiere
que la activacién del receptor mGluR-2/3 controla el aumento de la transmision
sindptica provocada por el estrés (Coplan y col., 2001; Schoepp y col., 2003; Swanson y
col., 2005) y, como ya dijimos, este efecto disminuye la probabilidad de reinstalacién de
la busqueda de droga. De hecho, la administracion de un agonista de los mGIuR-2/3,
LY379268, previene la reinstalacion de la busqueda de cocaina inducida por estrés
(Martin-Fardon & Weiss, 2012). Como contraparte de lo propuesto para AM251,
sugerimos que la microinyeccién de ACEA en el NAc Core, mediante la disminucién de

los niveles basales de glutamato (a esto lo demostramos en el Experimento XIll),

resultaria en una menor inhibicién presinaptica de los mGIluR-2/3 y una potenciacién de
la liberacion de glutamato inducida por el estrés y el contexto asociado a la droga. En la
Figura 1 de esta seccién se muestra una representacion esquematica de la hipdtesis
planteada para explicar los mecanismos mediante los cuales AM251 y ACEA regulan los
niveles de glutamato extracelular en NAc Core y la conducta de busqueda de cocaina
luego del estrés.

La aparente falta de conciliacién de los estudios in vivo con el mecanismo candnico
de CB1R demostrado en preparados in vitro o ex vivo se ha observado en varios trabajos,
como en el caso de Xiy col. (2006) mencionado anteriormente. Otro ejemplo se reportd
en ratas en condiciones de reinstalacion del CPP asociado a morfina. Mediante el uso de
microelectrodos para medir la actividad de disparo espontaneo de las neuronas NAc, la
administracion sola de AM251 por via i.c.v. aumenté la tasa de activacion espontdnea
de las neuronas en NAc y, en otro experimento, inhibié la activacién de las mismas
inducida por morfina durante la reinstalacion (Khaleghzadeh-Ahangar & Haghparast,
2020). En el mismo trabajo, y de manera complementaria, se observd que la sola
infusion i.c.v. del agonista WIN 55,212-2 disminuyd la actividad neuronal de NAc, pero
aumenté la tasa de disparo de NAc luego de que se administrara morfina por via

subcutanea. Estas evidencias en conjunto con nuestras observaciones, permiten
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proponer que los efectos conductuales observados en la reinstalacion después de la
administraciéon de ligandos para CB1R, son el resultado de eventos celulares sucesivos y
dependientes del estado, en donde primero ocurre una regulacién homeostatica del
estado basal que luego influye en la direccién de eventos celulares subsecuentes. En
este sentido, existe evidencia de que una dosis baja de un cannabinoide exdgeno puede
inducir cambios plasticos homeostaticos que modifican la posterior induccién de la
plasticidad a largo plazo en las sinapsis de NAc (Mato y col., 2004). En el presente trabajo
sugerimos que el cambio de direccidn en los eventos sindpticos denota que un proceso
de alteracién homeostdatica (metaplasticidad) precedente al estrés, inducido por los
cannabinoides exdgenos, puede influir en el resultado de los efectos transitorios
neuroquimicos y conductuales que ocurren durante la re-exposicién al contexto
asociado a la droga. En conclusidn, proponemos que los CB1Rs modulan los niveles
basales de glutamato extracelular en NAc afectando el posterior aumento de glutamato
inducido por estrés/contexto, y que el mecanismo neurobioldgico subyacente a este
ultimo efecto podria estar relacionado de forma mds directa con la actividad de los auto-
receptores mGIuR-2/3.

Otra hipétesis, formulada por Wiskerke (2008), que intenta explicar la posible
estimulacion de los mGIluR-2/3 luego de microinyectar antagonistas de CB1R, propone
que tal estimulacién podria deberse a un incremento de la cantidad de proteinas Gi/Go
que pueden unirse a los receptores mGluR-2/3 activandolos después de que el bloqueo
de los CBiRs resulte en un desacoplamiento de las proteinas Gi/Go normalmente
acopladas a este receptor. Esta idea esta sustentada por la capacidad de los CB1R de
secuestrar las proteinas Gi/Go e inhibir el funcionamiento de otros receptores acoplados
a proteina G (Nie & Lewis, 2001; Vasquez & Lewis, 1999). Sin embargo, hasta el
momento no se ha demostrado que todos estos eventos celulares y moleculares ocurran
en relacion a condiciones de reinstalacion de busqueda de droga inducida por estrés.
Resulta interesante que trabajos futuros intenten profundizar en estos posibles
mecanismos moleculares subyacentes a la influencia de los ligandos para CB1R sobre la
recaida.

Por otra parte, el papel de los astrocitos en el mecanismo de accién de los ligandos

para CB1R resulta intrigante. Algunos estudios informaron que los CB1Rs que se expresan
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en astrocitos estan acoplados a proteina Gq/11 estimulatoria y su activacion conduce a
la liberacion de glutamato (Navarrete & Araque, 2008; Navarrete y col., 2014). De hecho,
un estudio electrofisiolégico muy reciente realizado en preparados ex vivo de NAc, en
animales que previamente recibieron repetidamente cocaina, muestra que la activaciéon
de los CB1Rs causa un evento excitatorio postsindptico que se corresponde tipicamente
con un aumento de la liberacidon de glutamato desde astrocitos (Zhang y col., 2021).
Cabe destacar que estos resultados fueron observados luego de un tratamiento repetido
con un agonista parcial de los CB1Rs y de los TRPV1 (methAEA) que ademads tiene un
efecto mads robusto sobre los CB1Rs astrogliales, por lo tanto, resulta dificil hacer una
comparacion directa con nuestras observaciones in vivo. Ademas, este mecanismo
parece no predominar durante la administracion de ACEA mediante microdidlisis

reversa (Experimento Xlll), ya que en esta tesis observamos una disminucién marcada

del glutamato extracelular, no un aumento. Es decir que el glutamato detectado en
nuestros experimentos parece tener un origen preferentemente neuronal. Esto coincide
con lo reportado por Xiy col. (2006), en cuyo trabajo se muestra que la administracién
sistémica de AM251 por si sola aumenta los niveles de glutamato extracelular en NAc
de manera dependiente de la adicién de tetrodotoxina (bloqueante de los canales de
NA* presentes en neuronas) a la solucidn que circula por la probe de microdialisis. A
pesar de que es dificil comparar nuestros resultados con los del trabajo de Zhang y col.
(2021), resulta interesante que estos autores también proponen que la restauracién de
la homeostasis de glutamato (en este caso inducida por el tratamiento repetido con
methAEA) previene la reinstalacion a la busqueda de cocaina. También resulta
interesante que la liberacién de glutamato desde astrocitos parece ocurrir en aquellos
que estdn reactivos (D'Ascenzo y col., 2007) y en respuesta a claves asociadas a la droga
y al estrés (Kruyer & Kalivas, 2020; Orellana y col., 2015). Por todo esto podemos
plantear que el aumento de glutamato extracelular que observamos en nuestros
experimentos, luego del estrés y durante la re-exposicion al contexto asociado a cocaina,
puede ser atribuido a una suma de efectos entre la liberaciéon de glutamato desde
astrocitos reactivos (probablemente mediada por los CB1Rs y los mGIuR-5 astrogliales)
y desde las terminales neuronales glutamatérgicas que llegan desde la CPf. Por otro

lado, existe evidencia de que los CB1R astrogliales podrian tener un papel especifico en
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los procesos de seleccion de circuitos (R. Martin y col., 2015). Por lo tanto, al determinar
la actividad selectiva de circuitos particulares y la formacién de "dominios" neuronales
funcionales, se pueda identificar probablemnte la contribucion fina de los CBiR
astrogliales sobre las respuestas conductuales. Futuros estudios son necesarios para
entender el rol de los CB1Rs de astrocitos en el comportamiento de busqueda de droga.
En la Figura 1 de esta seccidn, que muestra los posibles mecanismos mediante los cuales
AM251 y ACEA pueden

regular los niveles de glutamato extracelular y el

comportamiento, también se incluye a los CB1Rs de astrocitos.
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Figura 16. Resumen esquematico de la hipdtesis planteada para explicar los mecanismos que subyacen la
accion de ACEA (panel superior) y de AM251 (panel inferior) en la modulacidn de los niveles de glutamato
extracelular de NAc Core, antes y después de la aplicacidon del estrés por inmovilizacion en ratas que
previamente extinguieron la preferencia condicionada a cocaina. Dado que los CB1iRs estan inhibiendo
ténicamente la liberacién espontdnea de glutamato, al administrar ACEA se potencia y al administrar
AM251 se suprime esta funcidn, lo cual resulta en una disminucién o en un aumento de los niveles basales
de glutamato extracelular, respectivamente. La disminucion de estos niveles, inducida por ACEA, produce
una menor actividad de los receptores metabotrépicos auto-inhibitorios mGIuR-2/3. El aumento de los
niveles basales de glutamato extracelular, inducido por AM251, incrementa la actividad inhibitoria de los
auto-receptores mGluR-2/3. En condiciones libres de ligandos para CB1R (no se muestra en la figura), el
estrés por inmovilizacién de 30 min, pero no el de 15 min, junto con la re-exposicién al contexto del CPP
asociado a cocaina produce un incremento de la liberaciéon presinaptica de glutamato en NAc Core, lo cual
se asocia con la reinstalacién de la conducta de busqueda de droga. Esta liberacidn de glutamato evocada
por el estrés y el contexto puede ser suprimida por el aumento de la actividad de los receptores auto-
inhibitorios mGIuR-2/3, inducido previamente por AM251 a través del aumento de los niveles basales de
glutamato extracelular. La liberacién presinaptica de glutamato luego de un estrés por inmovilizacién de
15 min, que no induce reinstalacién por si solo, puede ser potenciada por una disminucién de la actividad
de los receptores auto-inhibitorios mGluR-2/3, lo cual se logra administrando ACEA previamente. Esta
liberacién también podria ser potenciada al activar los CB1Rs presentes en astrocitos reactivos que liberan
glutamato en respuesta al estrés y al contexto asociado a la droga. En esta figura también se representa
la hipdtesis relacionada a la capacidad de los CBiR de secuestrar las proteinas Gi/Go e inhibir el
funcionamiento de otros receptores acoplados a proteina G (ver mas detalles en el texto).

Al momento de analizar y comparar resultados de diversos trabajos sostenemos
gue también es importante considerar “la historia previa” de los animales, es decir,
tener en cuenta si los individuos bajo estudio han recibido o no previamente algun
tratamiento prolongado con alguna droga, o si las observaciones provienen de animales
naive. El énfasis que hacemos en este aspecto deriva del conocimiento de que tanto los
procedimientos de exposicidn crénica a cocaina como los de extincidn del aprendizaje
condicionado a la droga pueden alterar la homeostasis de glutamato y la transmisién
endocannabinoide en el NAc (ver detalles y citas mds arriba). Estos cambios
neuroadaptativos inducidos por la cocaina en NAc pueden tener sus consecuencias
funcionales. En este sentido, en el trabajo de McCutcheon y col. (2011) se mostré que
después de un largo periodo de abstinencia de la AA prolongada de cocaina, la magnitud
de la depresidn sinaptica en el NAc inducida por el agonista de CB1R, WIN 55,212-2, fue
significativamente mads pronunciada que la observada en los animales del grupo control
tratado con salina. Los autores sugieren que esta observacién puede deberse a una
interaccidon anormal entre estos receptores y sus ligandos enddgenos. Ademas, se sabe
gue la administracién aguda de cocaina y el periodo de abstinencia anula la depresién a
largo plazo mediada por endocannabinoides (ecb-LTD) en las sinapsis del NAc

(Fourgeaud y col., 2004). Todo esto significa que el consumo de cocaina puede reducir
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la probabilidad de plasticidad sinaptica mediada por endocannabinoides en el NAc, lo
cual sugerimos que puede alterar el procesamiento de la informacién
motivacionalmente relevante en esta estructura cerebral. Es probable que estos

procesos también contribuyan a la desregulacién de la respuesta frente al estrés.

El estrés como potenciador de las claves contextuales asociadas
a cocaina

En el presente trabajo fuimos mas allda de las manipulaciones farmacoldgicas
convencionales y nos planteamos la posibilidad de estudiar el curso temporal de la
liberacion de glutamato in vivo y de explorar un posible componente dependiente del
contexto. Con nuestros resultados podemos concluir que los CBiRs podrian estar
mediando el impacto de la exposicién no solo al estrés, sino también al contexto
asociado a cocaina, en la transmision glutamatérgica de NAc Core, para influir en el
comportamiento de busqueda de droga durante la reinstalacion del CPP. Tal como ya se
describid, el aumento de glutamato en NAc Core después del estrés, en ratas
previamente sometidas a la extincidn del CPP, ocurre solamente mientras los animales
permanecen en el contexto asociado a la droga, pero no en el no asociado (Experimento
X). Estas observaciones pueden sugerir lo siguiente: que el aumento de glutamato no es
una simple respuesta al estresor sino que depende de la subsecuente presentacion de
un contexto con significancia motivacional; que el estrés podria estar potenciando la
respuesta neuroquimica al contexto asociado a cocaina; y que este aumento de
glutamato contexto-dependiente se asocia al comportamiento de busqueda de droga
en nuestro modelo de CPP.

Hay trabajos que reportan que estresores como la inmovilizacién, pinchazo en la
cola o handling inducen el aumento de liberacién de glutamato en CPfy NAc por si solos
(Bagley & Moghaddam, 1997; Deutch & Roth, 1990; Gilad y col., 1990; Gresch y col.,
1994; Imperato y col., 1992; Kalivas & Duffy, 1995; Moghaddam, 1993). Si bien en los
experimentos de esta tesis no se recolectaron muestras de microdidlisis en el mismo
momento en que los animales estaban siendo inmovilizados, este es el primer trabajo
gue reporta que, una vez finalizado el estrés, el aumento de glutamato es contexto-

dependiente. En este sentido hacemos hincapié en que nuestros animales tienen una
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historia previa con la cocaina (condicionamiento y extincidon) y que el estresor es
aplicado en el mismo ambiente de contacto con la droga (corredor central del aparato
de CPP), por lo tanto, el incremento de glutamato contexto-dependiente en NAc Core
puede estar reflejando principalmente que la activacién de mecanismos conductuales
en respuesta al estrés estd influenciada por las memorias relacionadas a la droga.
Ademas, el disefio experimental de nuestros estudios se basaron en el trabajo de
McFarland y col. (2004), en el cual el aumento en los niveles de glutamato en NAc Core
se detecta después y no durante la aplicacién del estresor, y que este aumento se
produce principalmente durante el momento en que el animal realiza mas presiones
sobre la palanca activa, con lo cual los autores sugieren que se correlaciona mas con la
conducta de busqueda de droga que con el efecto del estrés per se.

Las principales hipdtesis que intentan explicar el rol del estrés en la reinstalacién
se basan en las similitudes y diferencias que existen, a nivel neurobiolégico, con la
reinstalacion inducida por otros estimulos, como una dosis desafio de la droga y claves
asociadas al consumo de la misma. En este sentido, los mecanismos conocidos hasta la

fecha ya fueron expuestos en la Introduccién de esta tesis. Desde una perspectiva “mas

cognitiva o comportamental”, se ha planteado que el estrés logra inducir la reinstalacién
de busqueda de droga debido a la capacidad que posee para mimetizar ciertas claves
interoceptivas, o estados internos, provocados por la cocaina durante el
condicionamiento induciendo un estado motivacional incentivo. De esta manera, el
cerebro asigna un valor incentivo aumentado a las claves extinguidas previamente
apareadas con los efectos reforzantes de la droga (Ahmed & Koob, 1997). De hecho,
diversos trabajos reportan que el estrés potencia la reinstalacion a la AA de cocaina o
alcohol inducida por presentacién de claves (Buffalari & See, 2009; X. Liu & Weiss, 2002),
es decir que no actua solo. Principalmente, y junto con la evidencia de este trabajo de
tesis, numerosos autores establecen que los eventos estresantes actuan preparando la
escena (setting the stage, en inglés) para que los efectos generados por otros estimulos
asociados a la droga se vean potenciados, probablemente al aumentar la sensibilidad de
los circuitos cerebrales encargados de procesar los efectos reforzantes de estos
estimulos (Mantsch y col., 2014). Los datos aqui presentados apoyan la idea de que la

activacion del sistema endocannabinoide contribuye a esta potenciacién.
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Las claves contextuales son importantes tanto en el mantenimiento como en la
reinstalacion a la busqueda de droga, ya que estan relacionadas con una mayor
anticipacion de los efectos gratificantes de cocaina, evocando la memoria de un
aprendizaje condicionado (Perry y col.,, 2014). Desde la neurobiologia, esta funcién
puede ser explicada en parte por una hiperreactividad de las dreas involucradas en los
procesos de recompensa (Wolf, 2016). La investigacidn clinica reporta que las personas
con antecedentes de consumo de drogas muestran respuestas fisioldgicas exacerbadas
ante distintos tipos de claves asociadas a la droga (Chiamulera, 2005; Drummond, 2000;
Foltin & Haney, 2000), lo cual se acompafia con un incremento del deseo por la droga 'y
predice, hasta cierto punto, la recaida en consumidores de cocaina (Back y col., 2010).
En nuestro trabajo, por primera vez se demuestra la estrecha relacion que existe entre
la expresion del CPP y el aumento en los niveles de glutamato de NAc Core, mediante la
recoleccién de muestras del espacio extracelular por la técnica de microdialisis in vivo

(Experimento VII). Ademads, nuestro estudio no solo realiza un aporte importante a la

identificacion de un mecanismo glutamatérgico dependiente del contexto, sino que
también aporta evidencia robusta de que el aumento de glutamato se da ante claves
condicionadas solamente y no ante contextos “mas preferidos” simplemente, como
sucede después del test basal (en ratas naiive) en donde no se observa ninglin cambio

en la concentracion de glutamato (Experimento VI). En la bibliografia podemos

encontrar otros estudios, que también utilizaron la técnica de microdidlisis in vivo, en
los cuales la presentacidon de contextos o sefales asociados de manera previa con la
administracion de cocaina o heroina provocaron un incremento en la liberacion de
glutamato de NAc (Bell y col., 2000; Hotsenpiller y col., 2001; LaLumiere & Kalivas, 2008;
Suto y col., 2010). Es interesante que la omisién de una clave olfativa estrechamente
relacionada con la AA de cocaina resulté en una disminucidn de glutamato en NAc Core
(Suto y col., 2013), indicando que los cambios transitorios de glutamato en esta area
modulan de forma bidireccional la expectativa por la droga. Por ultimo, nuestro trabajo
también es el primero en demostrar los efectos supresores del proceso de extincion del
CPP sobre el aumento de glutamato extracelular en NAc Core en respuesta a la re-

exposicién al contexto asociado a la cocaina (Experimento VIII). Estos resultados son

consistentes a los obtenidos bajo el paradigma de AA (Miguens y col., 2008; Suto y col.,
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2010; Suto y col., 2013) y aportan evidencia a la hipdtesis de que las propiedades de
reforzamiento secundario son modulados en parte por la transmision glutamatérgica de
NAc Core. La importancia de las claves contextuales durante la recaida inducida por
estrés radica en que esta ultima es potenciada o requiere de la presentacion conjunta
de claves apareadas en modelos animales (Buffalari & See, 2009; Feltenstein & See,
2006; Grafy col., 2013; Shelton & Beardsley, 2005). En seres humanos, se ha observado
una mayor reactividad a las claves apareadas con una droga luego de la exposicidn a
memorias traumaticas o a estimulos aversivos (Back y col., 2010; Coffey y col., 2002;

Duncan y col., 2007; Fox y col., 2005).

CONCLUSIONES

En conclusién, los hallazgos presentados en este trabajo de tesis apoyan la
hipdtesis de que la exposicion al estrés y la activacion de CB1R pueden interactuar en
NAc Core para promover la recaida a la busqueda de cocaina al modular la transmision
glutamatérgica en esta drea. Especificamente, los cambios en los niveles de glutamato
extracelular de NAc Core, dependientes del contexto e inducidos por un estresor, junto
con el efecto supresor de AM251 vy facilitador de ACEA, demuestran claramente que un
mecanismo glutamatérgico dependiente de CB1R subyace a la influencia del estrés en el
procesamiento del significado motivacional de las claves contextuales asociadas a la
droga para inducir la reinstalacién del CPP.

Adicionalmente, este estudio proporciona una plataforma para continuar
investigando los mecanismos que subyacen a la participaciéon de los CBiRs en la
reinstalacion de la busqueda de droga inducida por estrés. Ademads, suma evidencia
acerca de que, si bien ambas subregiones de NAc participan de los procesos de
aprendizaje y el control sobre las conductas apetitivas, seria el NAc Core, pero no NAc
Shell, el area critica para la regulacién limbica de la conducta en respuesta a un estresor
y a claves contextuales asociadas con la busqueda de droga.

Cabe destacar que los estudios de microdialisis in vivo como el nuestro, en
combinacién con técnicas farmacoldgicas y comportamentales, resultan de gran
importancia para el estudio de los mecanismos de neuroplasticidad relacionados con la

adiccién, y significan un medio valioso en el descubrimiento de nuevas estrategias de
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prevencion y tratamiento de los cambios inducidos por las drogas y eventos estresantes.
Ademas, nuestros hallazgos son consistentes con la idea de que los estudios preclinicos
gue incorporan la variable “contexto asociado a una droga” tienen un gran valor
traslacional.

Teniendo en cuenta que una desregulacidn en la respuesta o reactividad al estrés
es una de las consecuencias mas adversas del consumo crénico de cocaina, nuestra
principal contribucidn se relaciona con el mayor entendimiento de la importancia del
estrés como factor disparador de la recaida y de la funcidon de los CBiRs en este
fenédmeno, lo cual puede contribuir al desarrollo de terapias farmacoldgicas mas
efectivas para el tratamiento de pacientes con una patologia dual de trastornos

relacionados a la adiccion a drogas de abuso y al estrés.
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